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APSTRAKT   
 
Uticaj propofola na signalni put neurotrofina u prednjem mozgu pacova 
starih 14 dana 
 
Neurotrofini čine familiju signalnih molekula sa brojnim uticajima na rast, 
preživljavanje, diferencijaciju i sinaptičku plastičnost postmitotskih neurona, kako u 
adultnom mozgu, tako i u mozgu tokom razvića. Neurotrofini (BDNF, NGF) se sa 
određenim afinitetom vezuju za Trk receptore, iniciraju njihovu dimerizaciju i 
autofosforilaciju i na taj način se pokreće aktivacija signalnih puteva kao što su 
PI3K/Akt i MAPK/ERK. Akt i ERK kinaze imaju ključne regulatorne uloge u mozgu u 
procesima kao što su neuronalna proliferacija, diferencijacija, razviće, migracija, 
preživljavanje i dugotrajna sinaptička plastičnost. Aktivan (fosforilisan) Akt štiti ćeliju 
od apoptoze tako što stimuliše ekspresiju proteina koji favorizuju preživljavanje ćelija i 
sa druge strane inhibira egzekutorske kaspaze. Aktivacija ERK1/2 kinaze pomoviše 
preživljavanje, međutim u određenim uslovima ERK1/2 može imati i pro-apoptotske 
odlike. S obzirom da je uloga neurotrofina u neurotoksičnosti koja je indukovana 
anestezijom tokom ranog postnatalnog razvića pokazana u nekoliko studija, cilj ove 
doktorske disertacije je bio da se na molekulskom nivou ispitaju promene u signalnom 
putu neurotrofina koje nastaju u kori i talamusu postnatalnih pacova nakon primene 
anestetske doze propofola, kao i da se utvrdi potencijal tretmana da indukuje ćelijsku 
smrt i/ili promene u sinaptičkoj plastičnosti. 
Nakon jednokratne primene propofola (25 mg/kg i.p.) ispitana je vremenska i 
prostorna ekspresija neurotrofina BDNF i NGF, njihovih aktiviranih receptora TrkB, 
TrkA i p75 receptora, kao i nishodnih kinaza Akt i ERK kod 14 dana starih (PND14) 
pacova. Ispitan je i potencijal propofolskog tretman da indukuje ćelijsku smrt, 
praćenjem ekspresije TNF-α, TNFR1, aktivnog fragmenta kaspaze-3, njegovog 
inhibitora XIAP proteina, kao i transkripcionog faktora NFκB. Finalno je ispitivan 
potencijal propofolskog tretmana da indukuje promene u ekspresiji markera sinaptičke 
plastičnosti (MAP-2, drebrina, GAP-43, sinaptofizina, sinukleina-1 i N-kadherina). 
Promene su praćene u kori i talamusu kao primarnim ciljevima dejstva anestetskog 
delovanja. Primenom sledećih metoda Western blot analize, RT- i PCR-a u realnom 
vremenu ispitivane su promene u ekspresiji ciljnih proteina i iRNK, a primenom Fluoro-
žad B histološkog bojenja analizirana je pojava neurona u degeneraciji.   
Dobijeni rezultati su pokazali da je propofolski tretman doveo do značajnih 
promena u nivoima ispitivanih neurotrofina, njihovih receptora i nishodnih efektorskih 
kinaza. Ove promene nisu povezane sa povećanom neurodegeneracijom ni u kori, ni u 
talamusu, ali su detektovane značajne promene u zastupljenosti ispitivanih markera 
sinaptičke plastičnosti. Naši podaci pokazuju da je ekspresija neurotrofina BDNF i NGF 
različito regulisana u odgovoru na propofolski tretman i da se najznačajnije promene u 
PND14 mozgu odigravaju preko BDNF signalnog puta i u znatno manjoj meri preko 
NGF signalnog puta. Smatramo da prekomerna ekspresjia BDNF-a u našem 
eksperimentalnom modelu nije isključivo ograničena na neuronalno preživljavanje, već 
i na određene aspekte sinaptičke plastičnosti. Pored promene u ekspresiji neurotrofina, 
propofolski tretman je indukovao promene u ekspresiji Akt i ERK kinaza na regionalno-
specifičan način. Fluoro-žad B histohemijsko bojenje nije pokazalo neuronalnu 
degeneraciju, uprkos prolaznom povećanju u ekspresiji aktivnog fragmenta kaspaze-3. 
Detektovane su značajne regionalno-specifične promene u ekspresiji markera sinaptičke 
plastičnosti nakon propofolskog tretmana.  
Možemo zaključiti da opšti anestetik propofol ispoljava kompleksne efekte na 
neurotrofine i njihove nishodne signalne puteve u mozgu pacova tokom ranog 
postnatalnog razvića. Dobijeni rezultati ukazuju da u mozgu PND14 životinja aktivacija 
Akt i ERK signalnih puteva predstavlja važan aspekt endogenih odbrambenih 
mehanizama kojim se mladi mozak štiti od potencijalnih neželjenih efekata izazvanih 
jednokratnom primenom propofola. Balansirana ekspresija ove dve kinaze u istom 
regionu mozga je važna za odgovarajući izlazni signal i povoljan fiziološki ishod. 
Preciznije razjašnjenje molekulskih mehanizama koji se pokreću nakon izlaganja 
mladih eksperimentalnih životinja opštoj anesteziji može pomoći u boljem razumevanju 
starosno-zavisne komponente neurotoksičnosti i neuroplastičnosti koje izaziva primena 
opštih anestetika u kliničkoj pedijatriji.  
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Propofol-induced changes in neurotrophic signaling in 14-day-old rat 
forebrain 
 
The neurotrophins are a family of secreted proteins that mediate numerous 
functions in both the developing and mature nervous system, including growth, survival, 
differentiation and synaptic plasticity of postmitotic neurons. The binding of 
neurotrophins (BDNF, NGF) to Trk receptors induces their dimerization which is 
followed by autophosphorylation of tyrosine residues within the intracellular kinase 
domain, that leads to the activation of signaling pathways such as the PI3K/Akt and 
MAPK/ERK pathways. Akt and ERK kinases play a crucial role in regulating various 
processes in the brain, including neuronal proliferation, differentiation, development, 
migration, survival and long-term synaptic plasticity. Phosphorylated Akt can protect 
cells from apoptosis via stimulation of the expression of proteins that favor cell survival 
and by inhibiting executor caspases. Activation of ERK1/2 generally promotes cell 
survival, although under certain conditions, ERK1/2 can possess proapoptotic 
properties. Since several studies have revealed a role for neurotrophins in anesthesia-
induced neurotoxicity in the developing brain, the goal of this study was to explore the 
potential of anesthetic dose of propofol to influence neurotrophic signaling pathway in 
the cortex and thalamus of 14-day-old (PND14) rats, and also to investigate whether 
same treatment is able to induce neurodegeneration and/or changes in synaptic 
plasticity.  
In this study we monitored the spatial and temporal expression of neurotrophic 
signaling molecules (BDNF, NGF, TrkA, TrkB, p75, Akt and ERK) in the brain of 
PND14 Wistar rats after the application of a single propofol dose (25 mg/kg i.p). The 
potential of propofol treatment to induce cell death was also examined, following the 
expression of TNF-α, TNFR1, cleaved caspase-3 fragment, XIAP and NFκB. Finally, 
we investigated the changes in the markers of synaptic plasticity (MAP-2, drebrin, 
GAP-43, synaptophysin, synuclein-1 and N-cadherin) after the propofol treatment. The 
structures of interest were the cortex and thalamus as the primary areas of anesthetic 
actions. Changes of the levels of mRNA and proteins of interest were assessed by RT- 
or Real Time PCR and Western immunoblot analysis at different time points during the 
first 24 h after the treatment. Fluoro-Jade B staining was used to follow the appearance 
of degenerating neurons.  
The obtained results show that the treatment caused marked alterations in levels 
of the examined neurotrophins, their receptors and downstream effector kinases. These 
changes were not associated with increased neurodegeneration in either the cortex or the 
thalamus, however significant changes in the expression of synaptic plasticity markers 
was observed. Our results show that the expression of BDNF and NGF is differentially 
regulated after propofol treatment. We consider that BDNF overexpression in our 
experimental model is not strictly limited on neuronal survival, but also on some 
specific aspects of synaptic plasticity. Propofol treatment induced region-specific 
changes in the expression of Akt and ERK kinases. These results indicate that in the 
brain of PND14 rats, the interaction between Akt/ERK signaling might be one of 
important part of endogenous defense mechanisms which the developing brain utilizes 
to protect itself from potential anesthesia-induced damage. Even though the expression 
of cleaved caspase-3 fragment was detected in both examined structures, Fluoro-Jade B 
staining did not reveal neurodegeneration. Nevertheless, significant region-specific 
changes in the expression of synaptic plasticity markers was observed. We can conclude 
that general anesthetic propofol exerts complex effects on neurotrophic signaling 
pathways in the postnatal rat brain. Together, our results contribute towards an 
improved understanding of the age-dependent component of anesthesia-induced 
neurotoxicity and neuroplasticity; they also bare potential clinical implications. 
 
KEY WORDS: propofol, cortex, thalamus, postnatal development, neurotrophic 
signaling pathway, neuroapoptosis, synaptic plasticity 
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BDNF (engl. Brain-Derived Neurotrophic Factor)- moždani neurotrofinski faktor 
BIR (engl. Baculovirus IAP Repeat)- bakulovirusni ponovak  
CNS (engl.Central Nervous System)- centralni nervni sistem 
CPE (engl. Carboxypeptidase E )- karboksipetidaza P  
CRD (engl. Cysteine-Rich Domains)- domeni bogati cisteinom 
DD (engl. Death Domain)- domen smrti  
Drebrin (engl. Developmentally Regulated Brain Protein)- moždani protein koji je 
razvojno regulisan 
EPSC (engl. Excitatory Postsynaptic Current)- ekscitatorna postsinaptička struja  
ERK (engl. Еxtracellular signal-Regulated Kinases)- kinaze čija je aktivnost regulisana 
vanćelijskim signalima  
FADD (engl. FAS-Associating Protein with Death Domain)- protein sa domenom smrti 
koji se pridružuje Fas receptoru  
GABA (engl. γ-Aminobytiric Acid)- γ-aminobuterna kiselina  
GAP-43 (engl. Growth-Associated Protein-43)- protein povezan sa rastom 
GAPDH (engl. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)- gliceraldehid 3-fosfat 
dehidrogenaza 
IAP (engl. Inhibitors of Apoptosis Protein)- inhibitori apoptotskih proteina  
IKK (engl. IκB Kinase)- IκB kinaza 
IP3 (engl. Inositol trisphosphate)- inozitol 1,4,5,-trifosfat 
IκB (engl. inhibitor of NFκB)- inhibitorna subjedinica NFκB 
JNK (engl. C-Jun N-terminal Kinase)- c-Jun N-terminalna kinaza  
MAP (engl. Microtubule-Associated Proteins)- proteini vezani za mikrotubule 
MAPK (engl. Mitogen-Activated Protein Kinases)- mitogenom aktivirana protein 
kinaza  
MMP (engl. Matrix Metalloproteinases)- matriksne metaloproteaze 
nACh (engl. Nicotinic Acetylcholine)- nikotin acetilholin 
NFκB (engl. Nuclear Factor kappa B)- nuklearni faktor κB  
NGF (engl. Nerve Growth Factor)- nervni faktor rasta  
NIK (engl. NFκB-inducing kinase)- kinaza koja indukuje NFκB  
NMDA (engl. N-methyl-D-aspartate)- N-metil-D-aspartat  
NT-3 (engl. Neurotrophin-3)- neurotrofin-3 
p75NTR (engl. p75 Neurotrophin Receptor)- p75 neurotrofinski receptor 
PBS (engl. Phosphate-Buffered Saline)-  fosfatni pufer 
PCR (engl. Polymerase Chain Reaction)- lančana reakcija polimerizacije  
PDK (engl. Phosphoinositide-Dependent Kinase)- fosfoinozitid-zavisna kinaza  
PI3K (engl. Phosphatidylinositol 3-kinase)- fosfatidilinozitol 3-kinaza 
PKB (engl. Protein Kinase B)- protein kinaza B  
PKC (engl. Protein Kinase C)- protein kinaza C  
PLC (engl. Phospholipase C)- fosfolipaza C  
PND (engl. Postnatal Day)- postnatalni dan 
PSD-95 (engl. Postsynaptic Density Marker)- marker postsinaptičke gustine-95 
RQ-PCR (engl. Relative Quantification Polymerase Chain Reaction)- RT-PCR u 
realnom vremenu  
RT (engl. Reverse Transcription)- reverzna transkripcija 
SOD (engl. Superoxide dismutase)- superoksid dismutaza 
TACE (engl. TNF-α Converting Enzyme)- TNF-α konvertujući enzim  
TNF (engl. Tumor Necrosis Factor)- faktor nekroze tumora 
TNFR (engl. Tumor Necrosis Factor Receptor)- receptor faktora nekroze tumora 
tPA (engl. Tissue Plasminogen Activator)- aktivator tkivnog plazminogena 
TRADD (engl. TNFR1-associated death domain)- domen smrti vezan za TNFR1 
TRAF (engl. TNFR-Associated Factor)- faktor pridružen TNF receptoru  
TRAIL (engl. TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand)- TNF-u sličan ligand koji 
indukuje apoptozu  
Trk (engl. Tropomyosin receptor kinase)- tropomiozin kinazni receptori  
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1.1. Opšta anestezija 
 
Opšta anestezija je prvi put uvedena u kliničku medicinu pre više od 160 godina. 
Procenjuje se da godišnje preko milion pacijenata podleže opštoj anesteziji u hirurškim i 
drugim medicinskim zahvatima. Stanje opšte anestezije podrazumeva čitav spektar 
događaja, od molekula do ponašanja (slika 1). Na molekularnom nivou, opšti anestetici 
deluju na veliki broj neuronskih membranskih proteina koji funkcionišu kao jonski 
kanali i neurotransmiterski receptori (Hemmings i saradnici, 2005). Ove interakcije 
mogu dovesti do strukturnih i dinamičkih izmena, kao što su konformacione promene 
ciljnih proteina, stabilizacija i održavanje vezanih subjedinica, pomeranje ravnoteže ili 
kompeticija sa endogenim ligandima (Eckenhoff i Johansson, 1997). S obzirom na to da 
još uvek nije poznato na koji način se interakcije na molekularnom nivou prenose na 
klinički vidljive efekte u ponašanju, veoma je važno da se detaljno istraži na koji način 
međusobno delovanje svih ovih različitih organizacionih nivoa ima za posledicu 
nastanak anestetskog stanja. 
 
 
Slika 1: Potencijalni efektori delovanja anestezije na različitim biološkim 





1.1.1. Molekularni mehanizmi delovanja opštih anestetika  
 
Hipnotičke/sedativne supstance, koje se često koriste za uvođenje ili održavanje 
opšte anestezije, indukuju dozno-zavisan spektar depresije centralnog nervnog sistema 
(CNS), od sedacije do duboke opšte anestezije. Iako se opšta anestezija smatra jednim 
od najvažnijih otkrića u modernoj medicini, postavlja se veliki broj pitanja u vezi 
ostvarivanja efekata opštih anestetika, tj. na kojim mestima i na koji način opšta 
anestezija deluje u jednom organizmu. Za opšte anestetike se dugo smatralo da 
predstavljaju biohemijski aktivne supstance koje se ne vezuju za receptore, već prolaze 
kroz lipidni dvosloj ćelijske membrane, međutim ovaj stav je uveliko napušten. Danas 
se smatra da na molekularnom nivou opšti anestetici mogu ispoljiti svoje delovanje 
vezivanjem za ligand-zavisne jonske kanale, receptore vezane za G proteine ili 
membranske pore za K+ (Ishizawa, 2007). 
Opšti anestetici, u klinički efektivnim koncentracijama, deluju kao pozitivni ili 
negativni modulatori ligand-zavisnih jonskih kanala. Mnogi inhalacioni anestetici 
(izofluran, sevofluran, dezfluran i enfluran) pojačavaju funkciju GABAA receptora 
(engl. gamma-aminobutyric acid) (Krasowski i Harrison, 1999). Većina intravenskih 
anestetika, kao što su propofol i etiomidat, se direktno vezuju za GABAA receptor i 
pojačavaju otvaranje jonskog hlornog kanala receptora od strane GABA 
neurotransmitera (Tomlin i saradnici, 1998; Hales i Lambert, 1991). Neki intravenski 
anestetici pri višim koncentracijama dovode do otvaranja GABAA receptora u odsustvu 
GABA neurotransmitera. Molekularni mehanizam anestetskog delovanja se ogleda u 
vezivanju anestetika u šupljini između drugog i trećeg transmembranskog segmenta 
(TM2 i TM3), što potiskuje vezanu vodu i tako stabilizuje aktivirano stanje receptora 
(Williams i Akabas, 1999; Trudell i Harris, 2004). 
Danas je poznato da GABAA receptori regulišu procese budnosti, pamćenja i 
tenzije mišića, a promene u GABA transmiterskom sistemu odgovorne su i za neke 
poremećaje raspoloženja u anksioznosti. GABAergički neuroni su raspoređeni širom 
CNS-a i smatra se da imaju važnu neuromodulatornu ulogu u brojnim strukturama 
mozga kao što su kora, talamus, hipokampus i produžena moždina (Mody i Pearce, 
2004). GABAA receptori indukuju brze sinaptičke inhibicije tako što stvaraju prolazne 
inhibitorne postsinaptičke struje. Pored ove fazične inhibicije, postoji i tonična 
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inhibicija ili dugotrajna inhibitorna provodljivost koja uključuje aktivaciju 
vansinaptičkih GABAA receptora (Semyanov i saradnici, 2004). Vansinaptički GABAA 
receptori imaju različite farmakološke i kinetičke odlike u poređenju sa sinaptičkim 
GABAA receptorima. Ovi receptori su tonički izloženi niskim GABA koncentracijama 
(u kojima je potencirajući efektat anestetika najznačajniji), imaju visok afinitet za 
GABA i pokazuju sporu desenzitizaciju. Smatra se da upravo ovi receptori mogu da 
doprinesu neurodepresivnim odlikama opštih anestetika (Semyanov i saradnici, 2004). 
Takođe je poznato da klinički anestetici, kao što su azot oksid, ksenon, 
ciklopropan i ketamin slabo deluju na GABAA receptore. Ovi anestetici ispoljavaju 
svoje dejstvo inhibiranjem ekscitatorne sinaptičke transmisije vezivanjem za N-metil-D-
aspartat (NMDA) glutamatne receptore i/ili za nikotin holinske (nACh) receptore 
(Yamakura i Harris, 2000). 
 
1.1.2. Integrisani model bihejvioralnih efekata anestezije 
 
Opštu anesteziju odlikuje nekoliko jedinstvenih kliničkih aspekata koje su 
određene bihejvioralnim promenama kao što su: reverzibilni gubitkak svesti i amnezija, 
analgezija (anti-nocicepcija) i nepokretljivost (imobilnost) (Antognini i Carstens, 2002; 
Urban, 2002). Bez obzira na veliki broj literaturnih podataka o potencijalnim 
molekulskim ciljevima na koje deluju anestetici i dalje je slabo istraženo na koji način 
se u CNS-u postižu ovi bihejvioralni efekti. Postavlja se pitanje da li opšti anestetici 
utiču na određene strukture u CNS-u ili dovode do globalnog pada u funkcionalnoj 
aktivaciji CNS-a? Koje nervne strukture su neophodne za nastanak anestetskog stanja, 
ako efekat anestezije nije globalan? Da li su efekti anestezije neuron-specifični?  
Gubitak svesti. Termin anestetik se definiše kao biohemijski aktivna supstanca 
koja dovodi do reverzibilnog gubitka svesti i senzacija, uključujući i osećaj za bol. 
Animalne studije su ukazale na učešće nekoliko moždanih struktura koje omogućavaju 
delovanje anestetika na gubitak svesti. Kora, talamus, hipotalamus, bazalni prednji 
mozak i moždano stablo se smatraju ključnim strukturama mozga u kontroli svesnog 
stanja (Sonner i saradnici, 2003) (slika 2). Međutim, zahvaljujući studijama 
funkcionalnog snimanja mozga i kvantitativne elektroencefalografije (EEG) pokazano 
je da talamo-kortikalna petlja može biti ključna komponenta za nastanak besvesnog 
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stanja (Arhem i saradnici, 2003). Naprednim kvalitativnim EEG analizama je pokazana 
značajna uloga talamusa u efektima opšte anestezije, posebno u inhibiciji retikularnog 
jedra i blokadi kortiko-talamo-kortikalne petlje (John i Prichep, 2005). Pozitronskom 
emisionom tomografijom (PET) je pokazano da propofol kod ljudi smanjuje regionalnu 
aktivnost medijalnog talamusa, kao i posteriorne cingulatne i orbitofrontalne kore (Fiset 
i saradnici, 1999). 
 
 
Slika 2: Šematski prikaz neurona kore, talamusa i srednjeg mozga, kao i puteva za koje 
se pretpostavlja da su uključeni u gubitak svesti izazvan anestezijom. Glavni 
neurotransmiterski sistemi su označeni sivom bojom. 
 
Amnezija. Razumevanje mehanizama kojim opšta anestezija deluje na pamćenje 
i učenje je od velikog značaja za razjašnjavanje reverzibilnog gubitka svesti pod 
anestezijom. Za proces pamćenja značajno je nekoliko odvojenih sistema u koje spadaju 
hipokampus i srodne strukture kao što su bademasto jadro, neostrijatum i mali mozak 
(Squire, 2004). Proces pamćenja takođe obuhvata i obradu podataka u delovima kore 
vezanim za više kognitivne funkcije. Još uvek je kontraverzno da li memorija može 
nastati pod opštom anestezijom. U nekoliko humanih studija je pokazano da do učenja i 
pamćenja može doći tokom opšte anestezije (Ghoneim i Block, 1997), dok je u drugim 
studijama pokazano da funkcije pamćenja nisu aktivne pod propofolskom ili 
izofluranskom anestezijom (Kerssens i saradnici, 2005). 
Analgezija i anti-nocicepcija. Temin analgezija se definiše kao odsustvo 
senzacije bola bez gubitka svesti, dok se termin anti-nocicepcija koristi da se opiše 
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efekat suprimiranja bolnih stimulusa u najširem smislu. Suprimiranje nociceptivnih 
odgovora se smatra jednim od najbitnijih kliničkih svojstava opštih anestetika. Bolna 
hirurška stimulacija može izazvati hormonske i metaboličke odgovore koji doprinose 
postoperativnom morbiditetu i mortalitetu (Desborough, 2000).  
Nepokretnost. Paralitik (neuromišični blokirajući agens) je biohemijski aktivna 
supstanca koja blokira transmisiju na nervno-mišićnom spoju. Ove supstance nemaju 
anestetska i analgetska svojstva. U nekoliko studija je pokazano da kičmena moždina u 
najvećoj meri posreduje u sposobnosti opštih anestetika da prouzrokuju imobilnost 
(Antognini i Carstens, 1998). Takođe je pokazano da je nepokretnost u slaboj korelaciji 
sa EEG aktivnošću tokom nepodnošljivih stimulusa pod anestezijom, što ukazuje da 
električna aktivnost kore ne kontroliše motorne odgovore na nepodnošljive stimuluse 




Propofol (2,6-diizopropilfenol) je postao popularan kao agens za indukciju i 
održavanje anestezije, prvenstveno zbog brzog i kratkog delovanja, kao i usled 
minimalnih neželjenih dejstava. Anestetske odlike propofola su prvi put prijavljene u 
januaru 1973. godine od strane Imperial Chemical Industries (ICI) u Velikoj Britaniji 
(Thompson i Goodale, 2000). Prve kliničke studije su sprovedene u Evropi 1977. 
godine, kada je korišćen 1% propofol koji je nastao u Cremophor EL (Kay i Rolly, 
1977). Međutim, usled visoke incidence anafilakse, propofol u ovoj formi je povučen iz 
upotrebe (Briggs i saradnici, 1982). U Evropi i Sjedinjenim Američkim Državama su 
1983. i 1984. godine izvršena klinička ispitivanja propofola u lipidnoj emulziji čije su 
anestetske odlike bile slične Cremophore EL formulaciji, ali bez pojave anafilakse 
(Thompson i Goodale, 2000). Konačno, 1986. godine Food and Drug Administration 
(FDA) je odobrio upotrebu propofola i ubrzo nakon toga propofol postaje anestetik od 
izbora. Danas se propofol nalazi u vidu emulzije ulja u vodi, veoma je lipofilan i brzo 
prolazi krvno-moždanu barijeru što omogućava njegovo brzo delovanje. Oporavak 
nakon propofola je takođe brz usled intenzivne redistribucije u periferna tkiva, kao i 
usled metaboličke razgradnje. Slabo se rastvara u vodi. Komercijalno se nalazi u 1% 
rastvoru Intralipida®.  
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Propofol (C12H18O) je jedinstveno jedinjenje u poređenju sa drugim 
anesteticima. Sastoji se od fenola za koji su vezane dve izopropil grupe na orto 
pozicijama do hidroksilne grupe (slika 3). Iako većina anestetika može da se primeni u 
vidu vodenih soli, propofol ne može, jer je njegova hidroksilna grupa ima pKa=11, što 
vodi ka formiranju soli u rastvorima. Ostatak molekula, čine benzenski prsten i bočne 
izopropilske grupe koje su veoma lipofilne i zahvaljujući kojima je omogućen brz 
prolazak propofola kroz krvno-moždanu barijeru. 
 
 
Slika 3: Strukturna formula propofola, 2,6-diizopropilfenol. 
 
Za razliku od jedinjenja rastvorljivih u vodi, propofol ne može da se eliminiše 
renalno pre nego što podlegne biotransformaciji, i ovaj faktor doprinosi u odloženoj 
eliminaciji propofola putem hidroksilacije nakon koje sledi konjugacija (glukuronidacija 
ili sulfacija) (Allegaert i saradnici, 2008). Propofol se brzo metaboliše u jetri 
konjugacijom sa glukuronidima i sulfatima i pri tom nastaju jedinjenja rastvorljiva u 
vodi, i 68,3% ovih jedinjenja se ekskretuje urinom u okviru 24h (Guitton i saradnici, 
1998). Treba napomenuti da je metabolizam propofola kod neonatusa drugačiji u 
odnosu na adulte, što se objašnjava različitim stepenom glukuronidacije koja je 
starosno-zavisna (Allegaert i saradnici, 2007). 
  
1.2.1. Delovanje propofola na receptorske sisteme 
 
Kao alkohol, barbiturati ili benzodiazepini, propofol pojačava struju hlora na 
GABAA receptoru. U neuronima i rekombinantnim sistemima, potencijacija ovih 
GABA receptora propofolom se javlja pri niskim koncentracijama, dok se direktna 
aktivacija receptora pokreće pri visokim, ali klinički relevantnim dozama propofola 
(Krasowski i Harrison, 1999). Studije na divljim sojevima i mutantnim GABAA 
receptorima eksprimiranim u humanim embrionalnim ćelijama bubrega ukazuju na β 
subjedinicu ovog receptora kao glavnu odrednicu koja je odgovorna za delovanje 
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propofola na GABAA receptor (Krasowski i saradnici, 1998). Međutim, u nekoliko 
studija je pokazano da GABAA antagonisti kao što su pikrotoksin i gabazin sprečavaju 
imobilišuće dejstvo propofola kod adultnih pacova (Sonner i saradnici, 2003), čime se 
postavilo pitanje da li propofol deluje isključivo na GABAA receptore.   
Pri suprakliničkim koncentracijama, pokazano je da propofol inhibira aktivnost 
NMDA receptora u hipokampalnim neuronima miša, najverovatnije tako što dovodi do 
alosteričkih modulacija katjonskih kanala (Orser i saradnici, 1995). Propofol, u 
koncentracijama koje se mogu uporediti sa klinički relevantnim dozama za održavanje 
opšte anestezije, inhibira fosforilaciju NR1 sudjedinice NMDA receptora u kulturi 
pacovskih kortikalnih neurona, što smanjuje funkcionalnost ovog receptora u celini. Na 
taj način propofol sprečava endogene agoniste NMDA receptora da indukuju 
unutarćelijski porast kalcijuma (Kingston i saradnici, 2006).  
U klinički relevantnim dozama, propofol moduliše i glicinske receptore 
osetljive na strihnin (antagonista glicinskih receptora) (Mascia i saradnici, 1996).  
Do danas je zabeleženo nekoliko slučajeva zavisnosti od propofola. Sve droge 
koje se zloupotrebljavaju pojačavaju aktivnost mezokortiko-limbičkih dopaminskih 
neuronskih kola odgovornih za potkrepljenje (Roy, 2004). Stepen aktivacije in vivo 
može se kvantifikovati određivanjem koncentracije oslobođenog dopamina u jedru 
akumbensa metodom mikrodijalize (Pain i saradnici, 2002). Mehanizam delovanja 
propofola na porast koncentracije oslobođenog dopamina u jedru akumbensa verovatno 
se zasniva na presinaptičkoj stimulaciji oslobođanja dopamina. Međutim, visoke doze 
propofola smanjuju oslobađanje dopamina koje je indukovano električnom stimulacijom 
jedra akumbensa pacova mehanizmima koji ne zavise od D2, GABAA i NMDA 
receptora (Schulte i saradnici, 2000). U drugoj studiji je pokazano da propofol, u 
koncentracijama koje su van kliničkog opsega, sprečava preuzimanje dopamina u 
sinaptozome (Keita i saradnici, 1996). Moze se zaključiti da visoke doze propofola 
povećavaju nivo dopamina u jedru akumbensa tako što izazivaju blokadu u procesu 
preuzimanja dopamina. Međutim jedna od najalarmantnijih činjenica vezana za 
zloupotrebu propofola je da prekomerna doza može dovesti do smrti. Od devet poznatih 





1.3. Neurotoksično dejstvo anestetika 
 
Veliki broj animalnih studija ukazuje da se u mozgu pacova tokom ranog 
postnatalnog razvića jednokratnim ili višekratnim tretmanom anesteticima, ili 
kombinacijama anestetika (što je čest slučaj u kliničkoj praksi), mogu indukovati 
neurodegenerativne promene (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Ikonomidou i 
saradnici, 2001; Fredriksson i saradnici, 2007). Fenomen programirane ćelijske smrti 
(apoptoze) je u ovom kontekstu najviše proučavan, što ne znači da i drugi vidovi 
ćelijske smrti nisu aktivirani pomenutim tretmanima. 
Programirana ćelijska smrt ili apoptoza je endogeni program esencijalan za 
modelovanje organa tokom fetalnog života, a kod adulata omogućava samoobnavljajuće 
procese i eliminaciju inficiranih ili povređenih ćelija. Tokom normalnog razvića CNS-a, 
neuroni se formiraju u višku, a zatim sledi eliminacija brojnih neurona koja je kritična 
za postizanje normalne morfologije i veličine mozga, kao i vijabilnosti organizma. 
Procenjuje se da tokom normalnog embrionskog razvića mozga oko 50-70% neurona i 
progenitora podleže fiziološkoj ćelijskoj smrti i eliminaciji putem apoptoze 
(Oppenheim, 1991; Rakic i Zecevic, 2000). Signalni putevi čijom aktivnošću otpočinju 
apoptotske promene su grubo podeljeni na spoljašnje (posredovani receptorima smrti) i 
unutrašnje (mitohondrijalni), mada su oni često isprepletani. Treba naglasiti da je 
apoptotska ćelijska smrt imperativ prilikom uspostavljanja normalne strukture CNS-a, 
čemu u prilog idu rezultati eksperimenata koji su pokazali da poremećeni fiziološki 
apoptotski mehanizmi imaju za posledicu kongenitalne malformacije mozga i 
odbacivanje embriona (Kuida i saradnici, 1996). 
S obzirom na to da je aktivnost GABA i NMDA neurotransmiterskih sistema 
presudno važna za normalno embrionsko razviće mozga sisara, izlaganje opštim 
anesteticima u kritičnom periodu potencijalno interferira sa procesima normalnog 
razvića mozga (Varju i saradnici, 2001; de Lima i saradnici, 2004). Eksperimentalno je 
pokazano da primena anestetskih doza propofola dovodi do aktivacije kako spoljašnjeg 
tako i unutrašnjeg apoptotskog puta (Lu i saradnici, 2006; Pešić i saradnici, 2009; 
Milanović i saradnici, 2010). Međutim, ne indukuju svi GABAA agonisti ćelijsku smrt, 
iako su životinje bile duboko anestezirane, što ukazuje da jedan od uslova 
neurotoksičnosti opštih anestetika jeste zadovoljavajući nivo depresije aktivnosti 
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neurona (Bercker i saradnici, 2009). U cilju dobijanja realnih rezultata treba obratiti 
pažnju na nekoliko faktora koji mogu da utiču na ishod eksperimenta uključujući starost 
ispitivane životinje, dužinu trajanja i doze anestetika, kombinovani tretman sa nekoliko 
različitih anestetika, kao i vremenske tačke od izlaganja anestetiku u kojima je životinja 
žrtvovana. 
 
1.3.1. Period intenzivne osetljivosti na neurotoksično dejstvo anestetika  
 
Rast i razviće centralnog nervnog sistema sisara uključuju kompleksne ćelijske 
procese kao što su neurogeneza, diferencijacija u određeni specijalizovani ćelijski 
podtip, migracija ćelija do njihovog finalnog položaja u okviru CNS-a, sinaptogeneza sa 
formiranjem veza i mijelinizacija aksona. Ovi procesi se između sisarskih vrsta 
značajno razlikuju po početku i dužini trajanja. Kod čoveka, sinaptogeneza počinje 
tokom trećeg trimestra gestacije i razvoj nervnog sistema se nastavlja do 2-3 godine 
života (Dekaban, 1978). Kod glodara, kao što su miševi i pacovi, nervni sistem je 
takođe nezreo u trenutku rađanja i nastavlja sa razvićem tokom prvih nedelja 
postnatalnog života (Dobbing i Sands, 1979). Brojna literatura ukazuje da je period 
tokom koga nervni sistem sazreva i dobija funkcionalne karakteristike adultnog nervnog 
sistema ujedno i faza intenzivne osetljivosti na neurotoksične efekte supstanci koje 
aktiviraju GABAA receptore ili blokiraju NMDA receptore. Mada tačan mehanizam 
kojim opšti anestetici indukuju neuroapoptozu u nezrelom nervnom sistemu nije 
razjašnjen u potpunosti, osnovna pretpostavka je da anestezijom indukovana depresija 
neuronalne aktivnosti u periodu sinaptogeneze jeste signal koji je sam po sebi dovoljan 
za pokretanje apoptotske kaskade u mladim neuronima (Jevtovic-Todorovic, 2005).  
Propofol je veoma često anestetik od izbora u pedijatriji. Nakon izveštaja da je 
petoro dece umrlo od zastoja miokarda nakon dugotrajne propofolske infuzije (Parke i 
saradnici, 1992) korišćenje propofola u pedijatriskoj anesteziologiji je postalo 
ograničeno. Međutim, kratkotrajna aplikacija propofola se kod dece i dalje smatra 
bezbednom. U Sjedinjenim Amerčkim Državama 1999. godine, FDA (Food and Drug 
Administration) je ograničila uzrast koji može biti tretiran propofolom za održavanje 
anestezije na 2 meseca, dok je u Nemačkoj upotreba 1% propofola za uvođenje i 
održavanje anestezije dozvoljena kod dece starije od 1 meseca (Motsch i Roggenbach, 
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2004). Bez obzira na ova ograničenja, propofol je često anestetik izbora u 
anesteziologiji, čak kod prerano rođene i novorođene dece.  
Treba naglasiti da anestetici ostvaruju toksične uticaje ne samo na neurone, već i 
na nezrelu oligodendrogliju i astrocite, naročito nakon oksidativne povrede (Back i 
saradnici, 1998). Nezreli neuroni su takođe podložni ekcitotoksičnim oštećenjima usled 
povećane aktivacije ligand-zavisnih kalcijumovih kanala (Rao i saradnici, 1997; Chahal 
i saradnici, 1998; McDonald i saradnici, 1988). Na ovaj način, pojačavanje 
neurodegenerativne kaskade u nezrelom mozgu, povećava osetljivost neurona na druge 
metaboličke izazove, kao što su hipoglikemija, hipoksija, ishemija, izlaganje 
patogenima ili anesteticima (Bhutta i Anand, 2002).  
 
1.4. Uticaj anestetika na signalne puteve 
 
 Smatra se da u nezrelom nervnom sistemu anestetici nepogodno utiču na 
signalne puteve koji štite neurone od prerane smrti, pa se u tom kontekstu proučavaju 
signalni putevi neurotrofina. Međutim, neka istraživanja su pokazala da anestetici 
pogodno utiču na signalne puteve koji vode ćeliju u smrt pa se zato detaljno ispituju 
promene u citokinima i njihovim signalnim putevima. 
 
1.4.1. Signalni put neurotrofina 
 
Neurotrofini čine familiju signalnih molekula sa brojnim uticajima na rast, 
preživljavanje, diferencijaciju i sinaptičku plastičnost postmitotskih neurona, kako u 
adultnom mozgu, tako i u mozgu tokom razvića (Huang i Reichardt, 2001). U 
neurotrofine spadaju nervni faktor rasta (engl. nerve growth factor, NGF), moždani 
neurotrofinski faktor (engl. brain-derived neurotrophic factor, BDNF), neurotrofin-3 
(NT-3),  neurotrofin-4/5 (NT-4/5), dok su NT-6 i -7 otkriveni samo kod riba (Huang i 
Reichardt, 2001). Tokom ranih pedesetih godina prošlog veka NGF je otkriven 
zahvaljujući trofičkim efektima (podsticanje rasta i preživljavanja) na senzorne i 
simpatičke neurone (Levi-Montalcini i Hamburger, 1951). BDNF je otkriven 1982. 
godine kao drugi trofički faktor za koji je pokazano da promoviše preživljavanje jedne 
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populacije neurona iz ganglije dorzalnog korena kičmene moždine (Barde i saradnici, 
1982).  
Neurotrofini se sintetišu u vidu preproneurotrofinskih prekursora od oko 25-32 
kDa, koji se kasnije obrađuju u okviru unutarćelijskog transportnog puta proteina 
(Lessmann i saradnici, 2003). Prepeptidi služe kao signal za translokaciju 
neurotrofinskih prekursora u lumen endoplazmatičkog retikuluma i zatim se isecaju. 
Novonastali proneurotrofin se dalje obrađuje, propeptid se iseca pomoću različitih 
enzima i pritom nastaje zreli neurotrofin od 14 kDa (Chao i Bothwell, 2002). Nekoliko 
matriksnih metaloproteaza (MMP) i plazmin su odgovorni za vanćelijsku obradu 
proformi neurotrofina (Lee i saradnici, 2001). Plazmin je serin proteaza koja je 
eksprimirana kao neaktivni zimogen, plazminogen, koji postaje aktivan kada ga iseče 
tPA (engl. tissue plasminogen activator) (Plow i saradnici, 1995). Sa druge strane, furin 
i specifične prokonvertaze kontrolišu unutarćelijsko isecanje proneurotrofina 
(Schweigreiter, 2006). Zreli neurotrofini formiraju stabilne homodimere koji se 
sekretuju i u konstitutivnom i u regulisanom putu, a takođe predstavljaju visoko-
afinitetne ligande Trk receptorske kinaze (engl. tropomyosin-receptor-kinase) 
(Lessmann i saradnici, 2003).  
Neurotrofini ostvaruju svoje efekte posredstvom dva tipa membranskih 
receptora: Trk receptora i p75 neurotrofinskog receptora (engl. p75 neurotrophin 
receptor, p75NTR). Do sada je identifikovano tri tipa Trk receptora koje se karakterišu 
prema specifičnom afinitetu za različite neurotrofine. NGF se vezuje za TrkA, dok 
BDNF i NT-4/5 pokazuju visok afinitet vezivanja za TrkB. Sa druge strane, NT-3 
predominantno aktivira TrkC, ali se istovremeno može vezati i za TrkB i TrkA, ali sa 
znatno nižim afinitetom (Barbacid, 1994) (slika 4).  
Vezivanje neurotrofina za Trk receptore pokreće dimerizaciju receptora i 
autofosforilaciju tirozinskih ostataka u unutarćelijkom kinaznom domenu. Nekoliko 
sekundi do nekoliko minuta nakon vezivanja za receptor, fosforilaciju tirozina prati 
aktivacija različitih signalnih kaskada, kao što su fosfatidilinozitol 3-kinaza (PI3K)/Akt, 
mitogen-aktivirana protein kinaza (MAPK) i fosfolipaza C (PLC-γ) (slika 5) (Kaplan i 
Miller, 2000). Ovi unutarćelijski signalni putevi modulišu gensku ekspresiju koja je 
specifična za određeni ćelijski tip i koja je odgovorna za najveći broj dugotrajnih 
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efekata neurotrofina koji se odnose na rast, preživljavanje i diferencijaciju neurona 
(slika 5) (Huang i Reichardt, 2001).  
 
 
Slika 4: Interakcije pro- i zrelih neurotrofina sa odgovarajućim receptorima. 
 
 
Slika 5: Signalna kaskada neurotrofina: BDNF homodimer indukuje dimerizaciju i 
autofosforilaciju TrkB receptora, koja dalje pokreće različite signalne puteve. Preuzeto i 
modifikovano iz Blum i Konnerth, 2005.  
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1.4.1.1. NGF (NT-1)  
 
NGF je otkriven pre skoro pola veka i predstavlja jedan od najbolje 
okarakterisanih neurotrofina (Levi-Montalcini, 1987). NGF može da se izoluje u 
velikim količinama iz submandibularnih pljuvačnih žlezda miša (Angeletti i saradnici, 
1971), gde se nalazi u kompleksu sa α–NGF i γ–NGF, dve bliske serin proteaze iz 
kalikrein familije (u ovom kompleksu, NGF se obeležava kao β-NGF). Dok je γ–NGF 
veoma specifična i aktivna proteaza koja obrađuje proNGF do zrele forme, α–NGF je 
neaktivna i označava se i kao „zaključani zimogen“ (Bax i saradnici, 1997). Pre-
proforme NGF-a, koje nastaju od dva alternativno iskrojena transkripta, po uklanjanju 
signalne pre- sekvence imaju molekulsku težinu od 25 i 32 kDa (Fahnestock i saradnici, 
2004a). Post-translacione modifikacije kao što je N-glikozilacija, odvijaju se u Goldži 
mreži i pri tom nastaje protein od 40 kDa koji se sekretuje (Seidah i saradnici, 1996). 
Pokazano je da se u kori pacova po stimulaciji nerva, proNGF oslobađa u vanćelijski 
prostor zajedno sa proteazom koja stvara plazmin (Bruno i Cuello, 2006). Plazmin seče 
proNGF do zrelog NGF proteina od 14 kDa, koji se vezuje za receptore ili se brzo 
degradira pomoću metaloproteaza (MMP9) koje se takođe sekretuju po stimulaciji 
(Slika 6).  
 
 
Slika 6: Obrada proNGF proteina do zrelog NGF-a. Preuzeto i modifikovano iz Al-
Shawi i saradnici, 2007. 
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Aminokiselinska sekvenca i primarna struktura NGF-a je dobro okarakterisana i 
ukazuje da je ovaj neurotrofin evolutivno očuvan među različitim vrstama (Barde, 
1990). U adultnom mozgu najviši nivo NGF-a detektovan je u hipokampusu, kori i 
mirisnim kvržicama (Large i saradnici, 1986; Korsching i saradnici, 1985). Najviši nivo 
NGF-a detektovan je u pljuvačnim žlezdama adultnog mužjaka miša. Nešto niže 
koncentracije NGF-a su otkrivene u zmijskom otrovu, prostati i semenoj tečnosti 
zamorca i bikova, u koži ljudi i u brojnim drugim tkivima i telesnim tečnostima (Levi-
Montalcini i Angeletti, 1968). 
NGF je kritičan trofički faktor, neophodan tokom razvića za rast i preživljavanje 
simpatičkih neurona, kao i neurona CNS-a (Levi-Montalcini i Angeletti, 1968). 
Transgeni miševi koji nemaju NGF (Crowley i saradnici, 1994) ili TrkA (Smeyne i 
saradnici, 1994) pokazuju deficit u funkcionisanju senzornog i simpatičkog nervnog 
sistema i ne preživljavaju dugo nakon rođenja. Brojni su podaci koji pokazuju da 
neuroni lišeni NGF-a degenerišu (Freeman i saradnici, 2004). Sa druge strane, postoje i 
kontradiktorni podaci koji tvrde da, za razliku od apsolutne neophodnosti NGF-a tokom 
razvića, NGF nije neophodan za preživljavanje senzornih neurona ganglije dorzalnog 
korena kičmene moždine pacova in vitro (Lindsay, 1988), iako NGF može imati 
trofičku ulogu u održavanju homeostaze neurona ili u grananju neurona nakon povrede 
tkiva (Diamond i saradnici, 1992a; Diamond i saradnici, 1992b). Smatra se da kod 
adulta NGF primarno ima ulogu posrednika u zapaljenskim i imunskim odgovorima 
nakon povrede tkiva (Levi-Montalcini i saradnici, 1996). 
Za proNGF se dugo smatralo da je isključivo neurotoksičan, međutim danas su 
poznati i njegovi neurotrofički efekti. Pokazano je da u adultnom mozgu miša, pacova i 
čoveka proNGF predstavlja predominantnu formu u odnosu na zreli NGF, kao i da je 
detektovan dvostruki porast proNGF-a u parijetalnoj kori AD pacijenata u odnosu na 
kontrolnu grupu (Fahnestock i saradnici, 2001). Ovaj porast proNGF-a kod AD 
pacijenata može da odražava ili ulogu biološki aktivnog proNGF-a u patogenezi AD, ili 
da ukaže na posttranslacione poremećaje u biosintezi NGF-a koji utiču na smanjenu 
obradu proNGF-a u zrelu formu. Postoje podaci da proNGF indukuje ćelijsku smrt 
neurona in vivo u odgovoru na povredu ili ekscititotoksičnu leziju (Harrington i 
saradnici, 2004; Volosin i saradnici, 2006). S druge strane, relativno visoke doze 
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proNGF-a indukuju izrastanje neurita u neonatalnim simpatičkim neuronima gornje 
vratne ganglije (Fahnestock i saradnici, 2004b). 
 
1.4.1.2. BDNF (NT-2) 
 
BDNF je široko rasprostranjeni neurotrofin u CNS-u sisara. BDNF gen je kod 
ljudi mapiran na hromozomu 11p, sastoji se od devet 5’ egzona koji imaju pojedinačne 
promotore i nemaju učešća u kodiranju proteina i jednog 3’ egzona (egzon IX) koji 
kodira BDNF pre-protein (Aid i saradnici, 2007). Kod glodara, iRNK za BDNF se 
eksprimira tokom celog razvića i različito u adultnim tkivima (Ernfors i saradnici, 1990; 
Hofer i saradnici, 1990). Ekspresija BDNF iRNK i proteina u mozgu glodara detektuje 
se tokom embrionalnog razvića i dostiže najviši nivo između 10 i 14 postnatalnog dana, 
a zatim opada sa starenjem (Aid i saradnici, 2007). Kod adultnih životinja, BDNF je 
eksprimiran u celom mozgu, sa najvišim nivoima detektovanim u neuronima 
hipokampusa (Ernfors i saradnici, 1990; Hofer i saradnici, 1990).  
BDNF se sintetiše u proformi koja se ili iseca u zreli neurotrofin ili se 
transportuje do ćelijske membrane i oslobađa. BDNF može da se oslobodi iz ćelije na 
dva načina, putem konstitutivnog ili regulisanog puta. ProBDNF je prisutan u mnogim 
regionima CNS-a, uključujući hipokampus, koru, mali mozak, hipotalamus, crnu 
supstancu, bademasto jedro i kičmenu moždinu (Zhou i saradnici, 2004). Prodomen 
proBDNF-a interaguje sa sortilinom u Goldži aparatu, čime se usled novostečene 
konformacije omogućava interakcija sorting motiva, u okviru zrelog BDNF-a, sa 
karboksipetidazom P (CPE) i na taj način se BDNF sortira za regulisani sekretorni put 
(Chen i saradnici, 2005; Lu i saradnici, 2005). BDNF protein se tako pakuje u 
sekretorne vezikule koje su prisutne u aksonskim (presinaptička mesta) i dendritskim 
(postsinaptička mesta) završecima glutamatnih neurona, iz kojih se neurotrofini 
oslobađaju na kalcijum-zavisni način (Fawcett i saradnici, 1998). 
Zreli BDNF protein podstiče rast i preživljavanje različitih populacija neurona, 
uključujući i one u ganglijama dorzalnog korena kičmene moždine, hipokampusu, kori i 
drugim regionima CNS-a (Huang i Reichardt, 2001). Knockout BDNF homozigotni (-/-) 
miševi umiru u 3. nedelji života, dok su heterozigoti (+/-) vijabilni i pokazuju različite 
fenotipove, uključujući gojaznost (Lyons i saradnici, 1999), smanjenu podložnost 
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epileptičnim napadima (Kokaia i saradnici, 1995) i narušeno prostorno učenje 
(Linnarsson i saradnici, 1997).  Kod  adulta, neurotrofini su važni posrednici 
plastičnosti neurona koji utiču na rast i remodelovanje aksona i dendrita; takođe utiču na 
transport i recikliranje membranskih receptora, oslobađanje neurotransmitera, 
formiranje i funkcionisanje sinapsi (Lu i saradnici, 2005).  
 
1.4.1.3. Receptori za neurotrofine 
 
Neurotofini svoje različite uloge ostvaruju vezivanjem za dve klase receptora: 
Trk porodice receptora spregnutih sa enzimskom aktivnošću tirozin kinaze (TrkA, TrkB 
i TrkC) i p75NTR. Zreli trofini imaju relativno visok afinitet vezivanja za Trk receptore, 
dok se proneurotrofini sa visokim afinitetom vezuju za p75 receptor. 
 
1.4.1.3.1. TrkA receptor 
 
TrkA je receptor za koji se sa najvećim afinitetom vezuje NGF. Trofičko 
delovanje NGF-a u najvećoj meri zavisi od aktivacije TrkA receptora koji se eksprimira 
u perifernim i centralnim neuronima. NGF-TrkA kompleks aktivira brojne signalne 
puteve u ćeliji i može se internalizovati i transportovati do ćelijskog tela, gde dovodi do 
promene u genskoj ekspresiji (Goedert i saradnici, 1981; Delcroix i saradnici, 2003). 
Fosforilacija na tirozinu 490 (Tyr490) TrkA receptora neophodna je za udruživanje sa 
proteinom Shc i aktivaciju Ras-MAP kinazne kaskade, dok fosforilacija u okviru 
katalitičkog domena odražava samu kinaznu aktivnost receptora (Segal i Greenberg, 
1996). TrkA je važan tokom razvića i sazrevanja nervnog sistema, jer je pokazano da 
reguliše proliferaciju prekursorskih ćelija nervnog sistema (Pierotti i Greco, 2006). 
Humani TrkA gen kodira protein od 790 amino kiselina i ima vanćelijski N-
terminalni domen koji sadrži 13 potencijalnih mesta glikolizacije (Martin-Zanca i 
saradnici, 1989). Kod različitih životinjskih vrsta, broj mesta glikolizacije u okviru 
vanćelijskog domena TrkA, -B i -C receptora kreće se od  11 do 15 (Watson i saradnici, 
1999).  
Čovečji TrkA receptor poseduje 13 potencijalnih mesta za N-glikozilaciju 
kojima se mogu pridodati različite funkcije slične onima na α i β subjedinicama 
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insulinskog receptora, kao što su orijentacija i usidrenje glikoproteina u plazma 
membranu, kao i stabilizacija proteinske strukture u cilju pomaganja ili sprečavanja 
vezivanja liganada (Martin-Zanca i saradnici, 1989). Danas je poznato da je 
glikozilacija Trk receptora neophodna za odgovarajuću lokalizaciju i aktivnost receptora 
(Watson i saradnici, 1999). 
 
1.4.1.3.2. TrkB receptor 
 
TrkB receptori se aktiviraju od strane BDNF i NT-4/5 (Reichardt, 2006). 
Fosforilacija TrkB na poziciji Tyr785 regrutuje PLCγ do receptora (Reichardt, 2006). 
Za potpunu aktivaciju ovog puta neophodna je translokacija TrkB receptora u lipidne 
splavove (Pereira i Chao, 2007). PLCγ hidrolizuje fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfat, čime 
nastaje diacilgliceriol, koji aktivira protein kinazu C (PKC), i inozitol 1,4,5,-trifosfat 
(IP3) koji oslobađa Ca2+ iz unutarćelijskih depoa (slika 5). U kulturi granularnih ćelija 
malog mozga, BDNF-indukovano povećanje nivoa Ca2+ iz unutarćelijskih depoa i 
diacilglicerol, nastao radom PLCγ, aktiviraju kanale prolaznih receptorskih potencijala 
tipa TRPC3/6 (engl. transient receptor potential canonical subfamily 3/6). Ulazak Ca2+ 
kroz ove kanale doprinosi aktivaciji ERK i CREB i aktivaciji signalnih puteva koji vode 
ka preživljavanju ćelija (Jia i saradnici, 2007), a imaju i ključnu ulogu u sinaptičkoj 
plastičnosti (Minichiello i saradnici, 2002). 
TrkB iRNK i protein su široko rasprostranjeni u mozgu, uključujući koru, 
hipokampus, strijatum, septalno jedro, crnu supstancu, Purkinje neurone malog mozga, 
moždano stablo i motoneurone kičmene moždine (Kokaia i saradnici, 1993; Zhou i 
saradnici, 1993; Muragaki i saradnici, 1995; Fryer i saradnici, 1996; Yan i saradnici, 
1997). Ekspresija ovih receptora tokom postnatalnog razvića u mozgu pacova je 
detaljno istražena. U septumu, strijatumu i moždanom stablu detektovan je viši nivo Trk 
iRNK u 2. i 4. nedelji nego u 1. postnatalnoj nedelji života; u talamičkim jedrima 
vezanim za limbički sistem TrkB i TrkC iRNK je visoko eksprimirana u 1. postnatalnoj 
nedelji života, a zatim opada postepeno od 2. do 4. nedelje života (Ringstedt i saradnici, 
1993). Ekspresija TrkB iRNK je starosno-zavisna, tako da je u piriformnoj kori 
detektovana tek od 2. nedelje života (Ringstedt i saradnici, 1993). Ovi podaci pokazuju 





p75NTR je član superfamilije receptora faktora nekroze tumora (engl. tumor 
necrosis factor receptor, TNFR). Ovu superfamiliju definišu ligand-vezujući regioni sa 
jednim ili više (najčešće četiri) cisteinom-bogatih domena (engl. cysteine-rich domain, 
CRD), otkrivenih upravo u p75 receptoru (Johnson i saradnici, 1986). p75 je 
transmembranski protein koji sadrži vanćelijski, transmembranski i unutarćelijski 
domen (Johnson i saradnici, 1986). U okviru vanćelijskog domena se nalaze domeni 
bogati cisteinom. Treći i četvrti cisteinski ponovak predstavljaju vezivna mesta za 
neurotrofine, jer je pokazano da mutantne forme p75 koje nemaju ova dva domena ne 
mogu da vežu za sebe neurotrofine (Dechant i Barde, 2002).  
Ekspresija ovog receptora varira među vrstama i često se menja tokom životnog 
veka jednog organizma. Na primer, p75 je visoko i široko rasprostranjen tokom razvića i 
dramatično opada tokom starenja (Chao, 2003). Međutim, p75 može da se re-eksprimira 
u patološkim stanjima povezanim za masovnom ćelijskom smrću (Chao, 2003).  
p75 vezuje sve zrele neurotrofine sa približno istim niskim afinitetom, a 
pokazano je da ovaj receptor vezuje proneurotrofine sa visokim afinitetom (Lee i 
saradnici, 2001). p75 takođe može da interaguje i sa brojnim drugim receptorima kao 
što su Trk receptori, sortilin i Nogo, kao i sa drugim ligandima osim neurotrofina kao 
što su virus besnila, β-amiloid i prionski peptidi (Schecterson i Bothwell, 2010). 
Signalni mediatori koji se aktiviraju neposredo po vezivanju liganda za p75 uključuju: 
ceramide (Dobrowsky i saradnici, 1994), NFκB (Carter i saradnici, 1996), Akt (Roux i 
saradnici, 2001), JNK (Friedman, 2000), kao i kaspaze (Coulson i saradnici, 2000).  
p75 ima mnogobrojne uloge ne samo u nervnom, već i u imunom i vaskularnom 
sistemu. Ovaj receptor može da indukuje izrastanje neurita i ćelijsko preživljavanje ili 









1.4.1.4. Akt kinaze 
 
Akt, poznat kao protein kinaza B (PKB), je serin/treonin protein kinaza koja ima 
veoma važne uloge u signalnim putevima koje modulišu razviće, ćelijsku proliferaciju, 
migraciju, apoptozu i preživljavanje (Dummler i Hemmings, 2007).  
Akt je otkriven 1977. godine u eksperimentima sa transformišućim leukemija 
virusom (AKT8) kod miševa koji su spontano razvijali limfome sa visokom incidencom 
(Staal i saradnici, 1977). Do danas su otkrivene tri izoforme PKB/Akt: PKBα/Akt1, 
PKBβ/Akt2 i PKBγ/Akt3 koje su produkti tri različita gena (Jones i saradnici, 1991; 
Cheng i saradnici, 1992; Konishi i saradnici, 1995). Akt familija je evolutivno očuvana 
kod eukariota. Aminokiselinska sličnost između C. elegans i ljudi je oko 60%, dok je 
između miševa, pacova i ljudi sličnost veća od 95%. 
Sva tri proteina dele evolutivno očuvanu tercijernu strukturu koja se sastoji od 
N-terminalnog plekstrin homolognog (PH) domena, kinaznog (katalitičkog) domena i 
kratkog C-terminalnog regulatornog domena u okviru koga se nalazi hidrofobni domen 
sa fosforilacionim mestom (Hanada i saradnici, 2004) (slika 7).  
 
 
Slika 7: Shematski prikaz tercijerne strukture Akt proteina. 
 
Kod miševa, Akt1 i Akt2 izoforme su široko rasprostranjene u organizmu, dok je 
najveća ekspresija Akt3 izoforme detektovana u mozgu i testisima. Akt2 iRNK i 
proteinski nivoi su povišeni u srcu, jetri, skeletnoj muskulaturi i bubrezima, ekspresija 
Akt2 je značajno niža u mozgu, placenti, plućima i pankreasu (Meier i saradnici, 1997). 
Iako je aktivnost Akt2 niža nego Akt1, oba enzima pokazuju sličnu supstratnu 
specifičnost. 
Akt kinaza ima dva mesta fosforilacije: Thr308 u aktivacionoj (kinaznoj) petlji i 
Ser473 u hidrofobnom domenu na C-terminusu (slika 7). Fosforilacija na obe ove 
pozicije je neophodna za potpunu aktivaciju Akt-a (Alessi i saradnici, 1996). 
Fosfoinozitid-zavisna kinaza (PDK1) fosforiliše Akt na treoninskom ostatku (Thr309 na 
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Akt2, koji odgovara Thr308 na Akt1) u okviru aktivacionog segmenta. Glavno mesto 
fosforilacije je Thr308, koje usled naelektrisanja indukuje promene u konformaciji Akt-
a kojim je omogućeno vezivanje za supstrate, a i dolazi do povećane katalize. 
Nefosforilisana forma Akt-a je praktično neaktivna, a PDK1 fosforilacija stimuliše 
njegovu aktivnost najmanje 100 puta (Alessi i saradnici, 1996, 1997; Stokoe i saradnici, 
1997; Stephens i saradnici, 1998). Druga kinaza, PDK2, fosforiliše Akt2 na poziciji 
serina 474 (koja odgovara Ser473 na Akt1) koja se nalazi u okviru C-terminalnog 
hidrofobnog domena. Fosforilacija na Ser474 pojačava aktivnost već fosforilisanog Akt-
a (na poziciji Thr309) 7-10 puta (Alessi i saradnici, 1996), tako da fosforilacije na obe 
pozicije dovode do 1000 puta većeg porasta u protein kinaznoj aktivnosti. Konfokalnom 
mikroskopijom je pokazano da se aktivacijom Akt translocira u nukleus i to 20 do 30 
minuta nakon stimulacije mitogenima (Meier i saradnici, 1997).  
Akt je prvobitno otkriven kao slab onkogen, međutim ekspresija ove kinaze u 
većini ćelija ne dovodi do transformacije (Bellacosa i saradnici, 1991). Zdrave ćelije ne 
traže zaštitu, jer je njihov genom stabilan i one dobijaju pozitivne signale iz matriksa; 
samo tumorske ćelije postaju zavisne od hronične Akt aktivnosti. Akt podleže 
kompleksnim mehanizmima aktivacije koja uključuje fosforilaciju i konformacione 
promene. U proteinske supstrate Akt kinaze ubraja se nekoliko proapoptotskih proteina, 
kao i jedna protein serin kinaza koja se naziva GSK-3 (engl. glycogen synthase kinase-
3) i koja je prvi otkriveni supstrat Akt-a (Cross i saradnici, 1995). GSK-3 deluje na 
mnoge transkripcione faktore, strukturne proteine i metaboličke enzime (Doble i 




Slika 8. Ciljni molekuli fosforilisanog Akt proteina. Aktivirane (fosforilisane) Akt 
izoforme su sposobne da regulišu ključne ćelijske i fiziološke procese tako što 
fosforilišu široki spektar supstrata uključenih u procese preživljavanja (plavo), 
metabolizma glukoze (narandžasto), progresije ćelijskog ciklusa (zeleno) i sinteze 
proteina (roze). Isprekidana linija označava translokacije iz citoplazme u nukleus i 
obratno.  
 
1.4.1.5. ERK kinaza 
 
ERK kinaze pripadaju familiji mitogenima-aktiviranih protein kinaza (MAPK) i 
predstavljaju vitalne regulatore signalnih transdukcija koje aktiviraju vanćelijski signali 
kao što su hormoni, neurotransmiteri i faktori rasta (Seger i Krebs, 1995). Do danas su 
otkrivene 4 različite MAPK kaskade: ERK (engl. extracellular signal-regulated kinase 
1/2) (Boulton i saradnici, 1990), JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) (Kyriakis i 
saradnici, 1994), p38MAPK (Lee i saradnici, 1994) i BMK1 (ERK5) kaskada (Zhou i 
saradnici, 1995). 
ERK1 i ERK2 su dve izoforme MAPK koje su otkrivene prvenstveno kao 
ključni regulatori deobe i diferencijacije. p42-ERK1 i p44-ERK2 su produkti dva 
različita gena. Ove izoforme se po aminokiselinskoj sekvenci razlikuju samo 17%, tako 
da imaju visoku sličnost u regulaciji, fosforilaciji supstrata i obrazcu subćelijske 
lokalizacije (Boulton i Coob, 1991). ERK2 je strukturno slična najvećem broju protein 
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kinaza i sadrži mali N-terminalni domen, katalitički domen i veliki C-terminalni domen 
(Zhang i saradnici, 1994).  
ERK je široko rasprostranjen u CNS-u. Najviši nivoi ERK proteina su 
detektovani u jedru akumbensa, repatom jedru i putamenu, hipokampusu, čeonoj kori 
(Ortiz i saradnici, 1995). ERK2 je šire rasprostranjen nego ERK1 (Lefloch i saradnici, 
2008). ERK1 knockout miševi su vijabilni (Pages i saradnici, 1999), dok ERK2 
knockout miševi ne uspevaju da dovrše embrionsko razviće (Hatano i saradnici, 2003). 
ERK signalna kaskada ima važnu ulogu u regulaciji nekoliko ćelijskih procesa, 
kao što su proliferacija, diferencijacija, razviće, učenje i pamćenje, kao i preživljavanje 
(Seger i Krebs, 1995). Faktori rasta aktiviraju ovu kaskadu pomoću malih guanozin 
trifosfat (GTP)-vezujućih proteina (Ras i Rap), koji prenose signal do Raf kinaze u 
okviru MAP3K nivoa ove kaskade (Kyriakis i saradnici, 1993). Aktivna Raf kinaza 
dalje fosforiliše MEK1/2 (Kyriakis i saradnici, 1992). Zatim MEK kinaze fosforilišu 
ERK1 i ERK2 (Payne i saradnici, 1991) (slika 9). 
Nefosforilisan ERK2 je slabo aktivan, a fosforilacija na pozicijama Thr183 i 
Tyr185 dovode do značajnih konformacionih promena koje omogućavaju njegovu 
aktivaciju (Canagarajah i saradnici, 1997). Potpuno katalitički aktivan ERK je 5-6 puta 
aktivniji nego nefosforilisan. Intenzitet i trajanje ERK aktivnosti su ključni parametri u 
specifičnoj odrednici ERK kaskade (Marshall, 1995). Zbog toga su fosfataze koje 
inaktiviraju ERK, nazvane MKP3 (engl. MAPK phosphatase 3) ključne komponente u 
proceni ćelijskih odgovora na dati stimulus (Aebersold i saradnici, 2004). 
ERK1/2 signalna kaskada reaguje na veliki broj vanćelijskih stimulusa. ERK1/2 
može da se aktivira prolazno ili trajno. Aktivirani ERK1/2 fosforiliše veliki broj 
nishodnih supstrata. Do danas je otkriveno preko 150 supstrata u koje spadaju 
transkripcioni faktori, protein kinaze, protein fosfataze, citoskeletni proteini, receptori, 





Slika 9: Mehanizmi ERK aktivacije. Preuzeto i modifikovano iz Mebratu i Tesfaigzi, 
2009. 
 
1.4.2. Signalni put ćelijske smrti 
 
1.4.2.1. TNF i TNFR1 
 
Faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF) je plejotropni citokin 
koji se sintetiše u fiziološkim odgovorima na infekciju, povredu ili ishemiju. Mikroglija 
(Sawada i saradnici, 1989), astrociti (Sawada i saradnici, 1989) i ependimske ćelije 
horoidnog pleksusa (Tarlow i saradnici, 1993) su glavni izvor ovog citokina u CNS-u. 
TNF-α nastaje od prekursora, transmembranskog TNF-α (mTNF), koji se 
eksprimira na površini ćelije kao polipeptid od 233 aminokiseline (26 kDa) (Bazzoni i 
Beutler, 1996). Nakon obrade od strane metaloproteinaza, kao što je TACE (engl. TNF-
α-converting enzyme), oslobađa se solubilna forma TNF-α (sTNF) od 157 
aminokiselina (17 kDa). Solubilni i transmembranski TNF koegzistiraju kao mono, di ili 
trimerni proteini, sa tim da su biološki aktivni samo trimerni agregati proteina (Black i 
saradnici, 1997). 
Svoje brojne uloge TNF ostvaruje vezivanjem za dva različita TNF receptora 
(TNFR1 i TNFR2) koji se nezavisno eksprimiraju u različitim ćelijama uključujući 
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neurone i glijalne ćelije (Bazzoni i Beutler, 1996). Oba receptora se isecaju na solubilne 
forme koje su sposobne da vežu i neutrališu TNF. TNFR1 i -R2 se eksprimiraju u skoro 
svim ćelijama (Vandenabeele i saradnici, 1995). Vanćelijski (ligand-vezujući) domen 
TNFR1 sadrži četiri CRD ponovka (engl. cysteine rich domain) tipična za TNFR 
superfamiliju (Tuma i saradnici, 1995), dok  unutarćelijski domen sadrži domen smrti 
(engl. death domain, DD) blizu C-terminalnog regiona (Tartaglia i saradnici, 1993). 
TNF receptori aktiviraju različite unutarćelijske puteve signalne transdukcije 
koji modulišu različite ćelijske odgovore. Na primer, TNFR1 receptor posreduje u TNF-
indukovanoj apoptotskoj ćelijskoj smrti (Smith i saradnici, 1994), dok sa druge strane 
uloge TNFR2 nisu u potpunosti istražene. Ovaj receptor je uključen u proliferaciju ćelija 
i protekciju od smrti (Tartaglia i saradnici, 1991), iako je sposoban da prenosi 
apoptotske signale u određenim ćelijskim linijama (Grell i saradnici, 1993). Oba 
receptora su sposobna da se vežu za unutarćelijske adapterske proteine sa domenom 
smrti- TRADD (engl. TNFR1-associated death domain) i FADD (engl. Fas-associated 
death domain) ili bez domena smrti- TRAF (engl. TNF-receptor associated factor), koji 
dalje aktiviraju kompleksne unutarćelijske signalne procese koji su posrednici 
plejotropnih efekata TNF-α (MacEwan, 2002) (slika 10). Signalni putevi u kojima 
posreduje TNFR1 najčešće vode ćelije u smrt usled aktivacije kompleksa 
citoprotektivnih odgovora koji zahtevaju prosustvo TRAF2. Prvi signalni put, koji 
zahteva prisustvo protein kinaze NIK (engl. NFκB-inducing kinase) (Malinin i 
saradnici, 1997), dovodi do fosforilacije IκB (inhibitorne subjedinice NFκB) koja se 
degraduje i pritom oslobađa NFκB (engl. nuclear factor kappa B) koji ulazi u jedro i 
aktivira transkripciju (Rothe i saradnici, 1995). Drugi put je nezavisan od NIK, aktivira 
JNK koji zatim stimuliše transkripciju tako što fosforiliše i aktivira brojne 
transkripcione faktore kao što su c-Jun, ATF2 i Elk. Može se zaključiti da se stimulacija 
genske ekspresije odvija uglavnom preko TRAF2-zavisnih puteva, za razliku od toga 




Slika 10: Shematski prikaz signalnih puteva koje pokreće TNFR1. Preuzeto i 




Kaspaze su familija cistein-zavisnih aspartat-specifičnih proteaza (engl. 
cysteine-dependent aspartate-specific proteases) i predstavljaju ključne posrednike 
programirane ćelijske smrti ili apoptoze. Među njima, kaspaza-3 je najčešće aktivirana 
proteza u procesu apoptoze, jer katalizuje specifično isecanje mnogih ćelijskih proteina 
koji su od značaja za ovakav ishod. 
Apoptoza predstavlja kompleks bioloških procesa koji omogućavaju organizmu 
da ubije i ukloni neželjene ćelije tokom razvića, homeostaze i bolesti (Thompson, 
1995). Ovaj proces je prvi put opisan 1972. godine (Kerr i saradnici, 1972) i definisan je 
kao morfološka promena umiruće ćelije koja uključuje kondenzaciju hromatina, 
fragmentaciju jedra i smanjenje ćelije na apoptotska tela. Biohemijske odlike vezane za 
apoptozu uključuju internukleozomalno isecanje DNK, kao i proteolitičko isecanje 
brojnih unutarćelijskih supstrata (Martin i Green, 1995). Usled promena na ćelijskoj 
membrani, apoptotske ćelije se fagocitiraju pre nego što stignu da oslobode 
unutarćelijski sadržaj i na taj način ne dolazi do indukcije zapaljenskih odgovora. 
Apoptoza je proces u kojem kaspazna kaskada proteolitičkih događaja dovodi do 
eliminacije oštećenih ili neželjenih ćelija.  
Kaspaza-3 ima brojne fiziološke funkcije i neophodna je za normalno razviće 
mozga i preživljavanje jedinki, čemu u prilog ide podatak da kaspaza-3 knockout miševi 
umiru nekoliko nedelja nakon rođenja (Kuida i saradnici, 1996; Woo et al, 1998). Ovi 
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miševi imaju specifičan fenotip; njihove lobanje su defektne sa ektopičnim masama 
ćelija koje se formiraju usled izostanka apoptoze tokom normalnog razvića mozga, ali, 
iznenađujuće, ne i drugih organa ili tkiva. Na osnovu ovakvih rezultata može se izvesti 
zaključak da je uloga kaspaze-3 u normalnom razviću tkivno-specifična. 
Kaspaze se sintetišu u vidu neaktivnih prekursora (prokaspaza ili zimogena). 
Prokaspaze sadrže tri domena: N-terminalni prodomen, veliku subjedinicu koja sadrži 
aktivna mesta i C-terminalnu malu subjedinicu. Kaspaze se aktiviraju do funkcionalnih 
proteaza tokom dva događaja isecanja. Prvo proteolitičko isecanje deli lanac na malu i 
veliku kaspaznu subjedinicu, a drugo isecanje uklanja N-terminalni prodomen. Kaspaze 
su među najspecifičnijim proteazama, sa neophodnim isecanjem nakon aspartata (Asp) 
(Stennicke i Salvesen, 1998). Isecanje na ovom mestu odvaja prodomen od velike 
subjedinice, ali i odvaja malu od velike subjedinice. Prisustvo Asp omogućava 
kaspazama da se auto-aktiviraju ili da budu aktivirane od strane nekih drugih kaspaza u 
cilju pojačavanja kaspazne kaskade. Aktivna kaspaza tada postaje tetramer koji se 
sastoji od dve velike i dve male subjedinice sa aktivnim mestima (Slika 11) (Wolf i 
Green, 1999). 
 
Slika 11: Proces aktivacije prokaspaze-3 do aktivne kaspaze-3. Preuzeto i modifikovano 
iz Zimmermann i saradnici, 2001. 
 
Iako je do danas identifikovano 14 kaspaza, u ćelijama je najrasprostranjenija 
kaspaza-3. Jedino je ova proteaza odgovorna za većinu apoptotskih efekata, iako je 
podržavaju druge dve kaspaze, kaspaza-6 i -7. Zajedno, ove tri egzekutorske kaspaze su 
uzročnici apoptotskog fenotipa, isecanjem ili degradacijom nekoliko važnih supstrata. 
Kaspazni supstrati se mogu podeliti u dve kategorije: (1) regulatore apoptoze, koji se 
isecanjem aktiviraju ili inaktiviraju (Bid, Bcl-2, Bcl-xl, Akt, Raf-1) i (2) konstitutivne ili 
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strukturne proteine, čije je isecanje neophodno za finalni raspad ćelije (aktin, spektrin, 




Pored inicijatora i egzekutora apoptoze, ćelije sadrže i prirodne inhibitore 
kaspaza. Inhibitori apoptotskih proteina (IAP) su prvi put identifikovani kod 
bakulovirusa, a kasnije su otkriveni i kod ljudi. Kod sisara najmanje pet različitih IAP 
ispoljava anti-apoptotsku aktivnost: XIAP (engl. X-linked inhibitor of apoptosis 
protein), c-IAP1, c-IAP2, neuronalni IAP i survivin (Roy i saradnici, 1997; Deveraux i 
saradnici, 1997; Liston i saradnici, 1996; Tamm i saradnici, 1998). Od svih njih, XIAP 
ima najširu i najjaču anti-apoptotsku aktivnost. XIAP, c-IAP1 i c-IAP2 su direktni 
kaspazni inhibitori koji se vezuju i inhibiraju aktivnu kaspazu-3 i -7, kao i prokaspazu-
9, ali ne i kaspazu-1, -6, -8 i -10 (Deveraux i saradnici, 1997; Roy i saradnici, 1997).  
XIAP sadrži jedan C-terminalni RING (engl. really interesting new gene 
domain) i tri BIR (engl. baculovirus IAP repeat) domena koji su odgovorni za anti-
kaspaznu aktivnost (Deveraux i saradnici 1997) (slika 12). Osnovna uloga BIR domena 
je u posredovanju protein-protein interakcija. S obzirom na to da se BIR domeni mogu 
javiti kao jedan ili više ponovaka u okviru IAP familije, pokazano je da prisustvo većeg 
broja kopija u molekulu može da poveća afinitet tog proteina, kao i opseg proteina sa 
kojima će interagovati. BIR-2 i -3 su uključeni u vezivanje kaspaza i apoptotskih 
regulatornih molekula, a BIR-1 interaguje sa različitim signalnim intermedijerima. Sa 








NFκB je prvobitno identifikovan u limfocitima, kao ključni transkripcioni faktor 
uključen u regulaciju sinteze citokina (Baeuerle i Baltimore, 1996). Tada je pokazano da 
28 
 
NFκB opstaje u citoplazmi u neaktivnoj formi koja sadrži tri proteinske subjedinice: 
dimerski transkripcioni faktor i inhibitornu subjedinicu nazvanu IκB. Identifikovano je 
nekoliko različitih DNK vezujućih subjedinica NFκB uključujući p65 (Rel-A), Rel-B, c-
Rel, p50 (nastaje od 105 kDa prekursora) i p52 (nastaje od 100 kDa prekursora). 
Inhibitorna subjedinica uključuje IκBa, IκBb, IκBg i Bcl-3. U neuronima, najčešće 
zastupljeni kompleks NFκB se sastoji od p65, p50 i IκBa (Kaltschmidt i Kaltschmidt, 
1994). Međutim, u neuronima mogu biti zastupljeni i drugi kompleksi NFκB što zavisi 
od stadijuma razvića neurona, kao i od njihove lokalizacije u okviru nervnog sistema 
(Mattson i Meffert, 2006). 
Otkriven je veliki broj signala koji aktiviraju NFκB u neuronima kao što su 
TNF-α, glutamat, neurotrofini i drugi (Barger i saradnici, 1995). Ovi molekuli aktiviraju 
NFκB preko kinazne kaskade koja se prenosi preko kalcijum/kalmodulin zavisne kinaze 
II, Akt-a i PKC (Meffert i saradnici, 2003). Mehanizam aktivacije NFκB uključuje 
fosforilaciju inhibitorne IκB subjedinice pomoću IκB kinaznog kompleksa (IKK) (May i 
Ghosh, 1999). Ovom fosforilacijom se IκB obeležava za ubikvitinaciju i naknadnu 
proteazomsku degradaciju, čime se oslobađa aktivni NFκB dimer. NFκB se zatim 
transportuje u jedro i vezuje za κB promotore ciljnih gena (slika 13). 
 
Slika 13: Mehanizam aktivacije NFκB kompleksa. 
 
 NFκB familija transkripcionih faktora reguliše veliki broj gena, kao što su 
faktori rasta, citokini, hemokini, adhezioni molekuli i mnogi drugi faktori plastičnosti 
(Pahl, 1999). Odavno je poznato da NFκB ima ulogu ključnog regulatora apoptoze jer 
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indukuje gene preživljavanja u koje spadaju cIAP, Bcl-2, superoksid dismutaza (SOD). 
Sa druge strane, NFκB može da moduliše i ekspresiju citokina koji promovišu apoptozu, 
kao što su TNF-α i FasL. Na primer, pokazano je da aktivacija NFκB u glijalnim 
ćelijama (mikrogliji i astrocitima) može indirektno da promoviše smrt neurona. 
Mikroglija i astrociti na taj način sintetišu velike količine proinflamatornih citokina, 
reaktivnih kiseoničnih vrsta i ekscitotoksina (John i saradnici, 2003). 
 
1.5. Sinaptička plastičnost 
 
Termin plastičnost mozga se odnosi na sposobnost mozga da se strukturno i 
funkcionalno menja u odgovoru na različite stimuluse. Sinaptička plastičnost je 
prvobitno predložena kao osnovni mehanizam učenja i pamćenja (Hebb, 1949). Pravilo 
plastičnosti koje je predložio Hebb se zasniva na postulatu da kada jedan neuron 
upravlja aktivnošću drugog neurona, za veze između njih se kaže da su potencirane 
(„neurons that fire together, wire together“).  
Jedna od osnovnih podela sinaptičke plastičnosti je na funkcionalnu i strukturnu. 
Za razliku od bilo koje forme funkcionalne plastičnosti koja menja sinaptičku jačinu bez 
promene anatomskih veza među neuronima, strukturna plastičnost podrazumeva 
promene u broju sinapsi, gustini aksonskih vlakana, obrascima aksonskog i dendritskog 
grananja, šemama sinaptičke povezanosti, a čak i ukupnom broju neurona. Promene u 
šemama sinaptičkih veza se zasnivaju na gubitku (Bastrikova i saradnici, 2008) i/ili 
formiranju novih sinapsi (Knott i saradnici, 2006). Sinaptičko rearanžiranje se može 
desiti i usled povlačenja i ponovnog formiranja dendritskih trnova (Trachtenberg i 
saradnici, 2002). 
Strukturna plastičnost se dalje može podeliti na reaktivnu i spontanu. Reaktivna 
strukturna plastičnost se javlja nakon farmakološke ili hirurške intervencije u 
perifernom ili centralnom nervnom sistemu, dok se spontana ili iskustveno-zavisna 
strukturna plastičnost javlja normalno tokom razvića ili u adultnom mozgu (Butz i 
saradnici, 2009). Strukturna plastičnost tokom ontogenije se karakteriše značajnim 







Glavna odrednica morfologije neurona je citoskelet koga čine mikrofilamenti, 
intermedijerni filamenti i mikrotubule. Različiti proteini, nazvani proteini vezani za 
mikrotubule (engl. microtubule-associated proteins, MAP) vezuju se za polimere 
tubulina i regulišu njihovu funkciju (Wiche i saradnici, 1991). MAP-2 predstavlja grupu 
termo-stabilnih proteina koji su veoma zastupljeni u CNS-u (Wiche, 1989). MAP-2 
imaju važnu ulogu u izrastanju neurita i plastičnosti neurona (Johnson i Jope, 1992). 
Ovi proteini takođe utiču na dinamiku citoskeleta, kao i na transport organela u 
aksonima i dendritima. 
Postoji nekoliko MAP-2 izoformi podeljenih u dve grupe: prvu grupu čine  
proteini sa visokom molekulskom težinom (MAP-2A i MAP-2B), dok u drugu grupu 
spadaju proteini sa niskom molekulskom težinom (MAP-2C i MAP-2D) (Sanchez i 
saradnici, 2000). Tokom razvića nervnog sistema, izoforme MAP-2 proteina su različito 
zastupljene. MAP-2B je prisutan tokom celog razvića nervnog sistema, dok je MAP-2A 
najzastupljeniji u adultnom mozgu, ali je detektovan i u humanom fetalnoj kičmenoj 
moždini (Binder i saradnici, 1984). MAP-2C protein, kao i njegova iRNK, su 
eksprimirani u ranim fazama razvića (Couchie i Nunez, 1985). Za razliku od toga, 
MAP-2D protein je detektovan samo u presecima mozgova pacova starih 5 dana, iako je 
njegova iRNK prisutna tokom svih razvojnih faza (Ferhat i saradnici, 1994). Različita 
ekspresija MAP-2 izoformi i njihovih iRNK tokom razvića nervnog sistema ukazuje na 





Drebrin (engl. developmentally regulated brain protein) je kloniran pre više od 
dvadeset godina i otkriven je kao protein koji interaguje sa aktinom (Shirao i saradnici, 
1988). 
Drebrin je veoma zastupljen u kori, hipokampusu, bademastom jedru, talamusu i 
strijatumu (Hayashi i saradnici, 1996). Kod sisara drebrini su zastupljeni u dve forme 
koje nastaju alternativnom obradom istog gena. Drebrin A (125 kDa) se eksprimira u 
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adultnim tkivima, dok drebrin E (115 kDa) predstavlja embrionalnu formu. iRNK za 
drebrin A sadrži internu sekvencu od 138 nukleotida koja nije zastupljena kod drebrina 
E (Jin i saradnici, 2002).  
Tokom razvića mozga šema ekspresije ovih izoformi je prostorno i vremenski 
regulisana. Drebrin se specifično akumulira u dendritskim trnovima gde reguliše njihov 
oblik i gustinu putem rearanžiranja citoskeletnih aktinskih filamenata (Hayashi i 
saradnici, 1996). Sposobnost drebrina da brzo oblikuje ćelijske membrane daje 
objašnjenje zašto je drebrin uključen u promene morfologije i gustinu dendritskih trnova 
koje su zavisne od aktivnosti (Mizui i saradnici, 2005).  
Pacovi kod kojih je pomoću antisens oligonukleotida isključen drebrin A u 
čitavom mozgu (knockdown) pokazuju deficite u formiranju memorije i kognitivnim 
funkcijama (Kobayashi i saradnici, 2004). Ovi podaci su u korelaciji sa smanjenjem 
drebrina A u mozgu pacijenata obolelih od Alchajmerove bolesti, kao i kod pacijenata 
sa Daunovim sindromom (Shim i Lubec, 2002), što može da ukaže na neophodnost 
drebrina u višim moždanim funkcijama, kao što su pamćenje, učenje i kognicija. 
 
1.5.3. GAP-43  
 
GAP-43 (engl. growth-associated protein-43) je prvobitno povezan sa rastom 
neurona (Skene i Willard, 1981). Njegov značaj je istaknut kada je pokazano da delecija 
GAP-43 gena kod miševa dovodi do smrti ubrzo nakon rođenja (Strittmatter i saradnici, 
1995). U drugoj studiji je pokazano da kod neurona čiji konusi rasta ne sadrže GAP-43, 
dolazi do smanjenja u prostiranju, grananju i adheziji neurita (Aigner i Caroni, 1995). 
Pacovski GAP-43 sadrži 226 aminokiselina, međutim njegova faktička 
molekulska (25 kDa) težina daleko je manja od molekulske težine dobijene 
razdvajanjem na SDS-poliakrilamidnom gelu (43 kDa) (Basi i saradnici, 1987). Ovaj 
efekat nastaje usled velikog naelektrisanja GAP-43 zbog čega se manje SDS-a vezuje za 
aminokiseline, a drugi razlog je što GAP-43 ima izduženu proteinsku strukturu 
(Benowitz i Routtenberg, 1997). 
Nivo GAP-43 opada u većini neurona u kojima su sinapse formirane, međutim 
visoki nivo ovog proteina se i dalje može detektovati u sinapsama limbičkog sistema i 
asocijativnim regionima neokorteksa, dok se niski nivo detektuje u primarnim 
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senzornim i motornim regionima (Benowitz i Routtenberg, 1997). Ovaj obrazac 
ekspresije ukazuje da GAP-43 omogućava promene vezane za skladištenje informacija 
(Benowitz i Routtenberg, 1997). U adultnom mozgu pacova, GAP-43 iRNK je 
detektovana u CA3 regionu hipokampusa, granularnom sloju malog mozga, različitim 
parasimpatičkim preganglijskim neuronima, pojedinim talamičkim jedrima, neokorteksu 
i hipotalamusu (Kruger i saradnici, 1993). Ovi neuroni imaju dugačke aksone i izraženo 
grananje aksonskih završetaka (Kruger i saradnici, 1993). 
GAP-43, prisutan na ćelijskoj membrani konusa rasta aksona, interaguje sa 
heterotrimernim G proteinima i aktivira transdukciju preko receptora vezanih za G 
proteine (Strittmatter i saradnici, 1993). U mozgu je GAP-43 jedan od glavnih supstrata 
protein kinaze C (Caroni, 2001). Kada PKC fosforiliše GAP-43 na poziciji Ser41, on se 
direktno vezuje za aktinske filamente (He i saradnici, 1997). GAP-43 se može vezati za 
aktinske filamente i u nefosforilisanom stanju, ali sa znatno nižim afinitetom (He i 
saradnici, 1997). Postoji značajna razlika u aktivnosti fosforilisanog i nefosforilisanog 
GAP-43 proteina; fosforilisana forma intenzivno stimuliše izduživanje filopodija, za 
koje se smatra da predstavljaju prvi korak u procesu grananja neurita, dok 
nefosforilisana forma deluje kao kapa koja zadržava izduživanje filopodija u konusu 
rasta (He i saradnici, 1997). Pored osnovne uloge grananja neurita tokom razvića i 
regeneracije, GAP-43 ima ulogu u oslobađanja neurotransmitera, endocitozi, 
recikliranju sinaptičkih vezikula, dugotrajnoj potencijaciji, kao i formiranju prostornog 
pamćenja i učenja. 
 
1.5.4. Sinaptofizin  
 
Sinaptofizin je glavni integralni membranski protein sinaptičkih vezikula i prvi 
identifikovani protein nervnih završetaka (Jahn i saradnici, 1985). S obzirom na to da je 
sinaptofizin isključivo lokalizovan u sinaptičkim vezikulama, koristi se kao marker 
presinaptičke oblasti. Pored sinaptofizina I, sinaptičke vezikule sadrže i njegov 
homolog- membranski protein sinaptoporin ili sinaptofizin II (Knaus i saradnici, 1990). 
Sinaptofizin I i II su različito rasprostranjeni u mozgu. Sinaptofizin I je široko 
eksprimiran u praktično svim sinapsama, dok je sinaptofizin II eksprimiran u visokim 
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nivoima samo u određenoj populaciji neurona, što ukazuje da sinaptofizin II ima 
specijalizovane uloge (Fykse i saradnici, 1993).  
U nervnim završecima, tirozin-kinaze fosforilišu sinaptofizin, što ukazuje da je 
ovaj proces centralan za njegovu funkciju. Bez obzira na to što je sinaptofizin 
najzastupljeniji protein sinaptičkih vezikula (predstavlja oko 10% ukupnih proteina 
sinaptičkih vezikula) (Takamori i saradnici, 2006), sinaptofizin knockout miševi su 
vijabilni i bez vidljivih poremećaja u oslobađanju neurotransmitera (Eshkind i Leube, 
1995). Smatra se da u tom slučaju uloge sinaptofizina preuzimaju druge izoforme kao 
što su sinaptofizin II i/ili sinaptogirin. U skladu sa tim je pokazano da miševi koji 
nemaju ni sinaptofizin, ni sinaptogirin pokazuju defekte u sinaptičkoj plastičnosti, 
međutim indukovano oslobađanje neurotransmitera kod ovih životinja je i dalje bilo 
normalno (Janz i saradnici, 1999), što je navelo istraživače na nove uloge koje bi 
sinaptofizin mogao da ima u tačno određenim fazama ciklusa sinaptičkih vezikula. 
 
1.5.5. Sinuklein-1  
 
Sinuklein čini familiju od tri mala, solubilna proteina (α-, β- i γ-sinuklein) 
kodirana sa tri različita gena i do sada detektovan samo kod kičmenjaka. Proteini α- i β-
sinuklein se predominantno nalaze u kori, hipokampusu, strijatumu, talamusu i malom 
mozgu (Iwai i saradnici, 1995). Iako su detektovani u presinaptičkim završecima, do 
danas nisu otkriveni postsinaptički ciljevi njihovog delovanja. Zbog toga se 
pretpostavlja da je njihova uloga u formiranju ili metabolizmu presinaptičkih vezikula. 
Protein γ-sinuklein je primarno otkriven u perifernom nervnom sistemu i mrežnjači, 
međutim njegova ekspresija se koristi kao marker progresije tumora dojke.  
Iako su fiziološke uloge sinukleina još uvek nepoznate, nekoliko podataka 
ukazuje na njegovu ulogu u procesima vezanim za membranu presinaptičkih završetaka: 
α-sinuklein se povišeno eksprimira u specifičnoj populaciji presinaptičkih završetaka u 
mozgu ptica pevačica tokom perioda sinaptičkih rearanžiranja tokom učenja novih 
pesama (George i saradnici, 1995). Pokazano je da α-sinuklein knockout miševi imaju 
pojačano oslobađanje dopamina na nigrostrijatalnim završecima u odgovoru na 
električni stimulus, što ukazuje da je ovaj protein negativni regulator dopaminske 
transmisije koja je zavisna od aktivnosti (Abeliovich i saradnici, 2000). Potpuno 
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uklanjanje α-sinukleina iz kulture primarnih neurona hipokampusa pomoću antisens 
oligonukleotida dovodi do opadanja distalnog rezervoara presinaptičkih vezikula 
(Murphy i saradnici, 2000). Tokom postnatalnog razvića glodara detektovan je porast 
ekspresije iRNK i proteina za α-sinuklein, koji zatim opada sa starenjem (Hsu i 
saradnici, 1998). 
Mutacije u α-sinukleinu su povezane se retkom familijarnom ranom pojavom 
Parkinsonove bolesti, a veoma visoka ekspresija ovog proteina je detektovana u 
Parkinsonovoj, Alchajmerovoj bolesti i u drugim neurodegenerativnim oboljenjima koje 




Sinapse u CNS-u su visoko specijalizovani regioni kontakta dve ćelije čija je 
funkcija da brzo i efikasno prenesu signal iz jedne u drugu ćeliju. Da bi formirala 
sinapsu ćelija mora prvo da prepozna odgovarajući cilj i da regrutuje pre- i 
postsinaptičke elemente na tačno određene mikrodomene na mestima kontakta dve 
ćelije (Ziv i Garner, 2004). Zbog toga se transmembranski adhezioni proteini smatraju 
jednim od učesnika u formiranju novih sinapsi. Klasa transmembranskih adhezionih 
proteina obuhvata kadherine, integrine, efrinske receptore, neureksin-neuroligine, kao i 
članove imunoglobulinske superfamilije kao što su N-CAM i nektin (Scheiffele, 2003). 
Kadherini predstavljaju familiju kalcijum-zavisnih adhezionih molekula 
(Yoshida i Takeichi, 1982). Kadherini su transmembranski proteini sa tandemskim 
ponovcima EC domena (engl. extracelular cadherin), dok se u citoplazmi nalazi domen 
uz samu membranu i katenin-vezujući domen (slika 14). Domen uz membranu sadrži 
sekvencu za koju se vezuje p120 familija katenina. Ovi proteini regulišu površinsku 
stabilnost kadherina (Chen i saradnici, 2003). Za katenin-vezujući domen se vezuju β-
katenini, a za njih se vezuju α-katenini i pomoću ovog kompleksa kadherini su usidreni 
u aktinski citoskelet, što je presudno važno za povezivanje susednih ćelija (slika 14)  
(Kintner, 1992).  
Kadherini se dele u dve grupe na osnovu njihovog EC regiona: tip I/II se nalazi 
samo kod kičmenjaka i sadrži pet EC domena, dok se tip III nalazi kod beskičmenjaka, 
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riba i ptica, ali ne i sisara i broj njihovih EC domena varira (Tanabe i saradnici, 2004). 
N-kadherin pripada tipu I zajedno sa E-, P- i R-kadherinima. 
 
 
Slika 14: Povezivanje N-kadherinskih molekula u međućelijskom prostoru i njihovo 
vezivanje za unutarćelijske katenine.  
 
N-kadherin ima važne uloge u održavanju integriteta neuroepitelnih ćelija tokom 
embrionalnog razvića mozga (Hatta i saradnici, 1987). Ranije in vitro studije su 
pokazale da N-kadherin podstiče izduživanje neurita neurona gajenih na ne-neuronalnim 
ćelijama koje eksprimiraju N-kadherin (Matsunaga i saradnici, 1988). 
Kadherini se nalaze i na pre- i postsinaptičkim mestima mnogih neurona CNS-a 
(Salinas i Price, 2005). Ekspresija i subćelijska lokalizacija kadherina zavisi od tipa i 
razvojnog stadijuma sinapse. Lokalizacija ovih molekula na mestu kontakta filopofija-
akson ukazuje da oni utiču na stabilizaciju kontakta, koja može da pokrene sazrevanje 
dendritskih trnova i sinaptičku diferencijaciju. Inhibicija kadherinskih kontakata 
sprečava sazrevanje trnova i dendritski nastavci onda zadržavaju dugačku i nezrelu 
filopodijalnu morfologiju (Salinas i Price, 2005). Tako da je zaključeno da je kontaktna 
stabilizacija, posredovana formiranjem kadherin-katenin-aktin kompleksa, esencijalna 
za odgovarajuće sazrevanje dendritskih trnova. Međućelijske kadherinske interakcije su 
bitne i za uobličavanje postsinaptičkog odeljka. Kadherinski kontakti su važni i za 
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odgovarajuću lokalizaciju PSD-95 (engl. postsynaptic density marker) (Honjo i 
saradnici, 2000). Pored uloge koju imaju u regulaciji aktinskog citoskeleta, kadherinski 
kompleksi deluju kao signalni čvorovi koji vezujući tirozin kinaze i fosfataze, aktiviraju 































2. CILJEVI RADA 
 
Utvrđeno je da primena opštih anestetika, uključujući i propofol, tokom ranog 
postnatalnog perioda može da utiče na morfologiju i plastičnost neurona, dok stepen 
preživljavanja ne mora značajno da se promeni. S obzirom na to da se propofol koristi u 
kliničkoj praksi, njegovi molekularni mehanizmi su nedovoljno ispitani. Načelni cilj ove 
doktorske disertacije je bio da se detaljno ispitaju promene koje anestetska doza 
propofola (25 mg/kg) izaziva u kori i talamusu 14 dana starih Wistar pacova kako u 
pogledu ekspresije neurotrofina i odgovarajućih signalnih puteva, tako i u ekspresiji 
pokazatelja apoptotskih promena i sinaptičke plastičnosti. U skladu sa tim definisani su 
sledeći neposredni zadaci istraživanja: 
1. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za BDNF, kao i na 
ekspresiju proteina proBDNF i zrele forme BDNF. 
2. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za NGF, kao i na 
ekspresiju proteina proNGF i zrele forme NGF. 
3. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih formi 
receptora za neurotrofine (TrkA i TrkB). 
4. Ispitati uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju p75 receptora. 
5. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u ekspresiju ukupnog i 
fosforilisanog proteina Akt. 
6. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u ekspresiju ukupnog i 
fosforilisanog proteina ERK1/2. 
7. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u aktivnosti markera inflamacije i 
apoptoze, tj. da li izaziva promene u ekspresiji: iRNK za TNF-α, iRNK za TNFR1, 
aktivnog fragmenta kaspaze-3, XIAP proteina i NFκB p65 proteina. 
8. Ispitati apoptotski potencijal propofolske anestezije u kori i talamusu PND14 pacova 
na histološkom nivou, tj. da li tretman izaziva promene u broju Fluoro-žad B 
pozitivnih ćelija. 
9. Ispitati da li propofolski tretman izaziva promene u aktivnosti markera sinaptičke 
plastičnosti u kori i talamusu PND14 pacova, tj. da li izaziva promene u ekspresiji 




3. MATERIJALI I METODE 
 
3.1. Etička izjava 
 
Svi eksperimenti su odobreni od strane Etičkog komiteta Instituta za biološka 
istraživanja “Siniša Stanković” (pod brojem 28/09) i Etičkog komiteta Univerziteta u 
Virdžiniji.  
 
3.2. Eksperimentalne životinje i tretman 
 
U eksperimentima su korišćeni četrnaest dana (PND14) stari mužjaci pacova 
soja Wistar, sa prosečnom telesnom težinom oko 41 g, odgojeni u vivarijumu Instituta 
za biološka istaživanja “Siniša Stanković”. Životinje su gajene u matičnim okotima (2 
okota po kavezu) i u standardnim uslovima (temperatura: 23±2°C; relativna vlažnosti 
vazduha: 60-70%; svetlosni režim 12 sati svetlost/12 sati mrak; slobodan pristup vodi i 
hrani). Uz  PND14 pacove koristili smo i po 5 životinja starosti 7, 18, 21 i 35 dana 
(PND7, PND21, PND28 i PND35, redom). Detaljan opis dat je u delu Starosno-zavisni 
efekat odabrane doze propofola. 
Životinje su intraperitonealno tretirane propofolom koji je proizveden za 
humanu upotrebu (Recofol®, Schering, Turku, Finska). Pored aktivne supstance, 
formulacija sadrži ulje soje, prečišćene fosfatide jaja, glicerol i natrijum hidroksid. 
Ampule su korišćene prema instrukcijama proizvođača.  
 
3.3. Odabir doze propofola i procena stanja anestezije  
 
Nezavisan eksperiment je urađen u cilju određivanja optimalne doze propofola 
koja je sposobna da indukuje efektivnu anesteziju i koja će biti korišćena u daljim 
istraživanjima. Pacovi stari 14 dana su intraperitonealno injecirani propofolom u dozi 
10, 25, 50, 75 ili 100 mg/kg. Odsustvo refleksa ispravljanja (engl. righting reflex) je 
služio kao indikator anestetskog delovanja propofola, a trajanje perioda u kome je ovaj 
refleks posmatran je mereno štopericom. Takođe je praćen vremenski period nakon 
tretmana koji je neophodan da bi se ovaj refleks ispoljio. Test štipanja repa (engl. tail 
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pinch test) je primenjivan da bi se ispitale bolne senzacije kod anesteziranih životinja. 
Takođe su posmatrane promene u boji kože. Dobijene vrednosti su prikazane u delu 
Rezultati (slika 15). 
Propofol je u izabranoj dozi od 25 mg/kg izazvao gubitak refleksa ispravljanja, a 
ovaj period u kome su životinje ostajale nepomične je iznosio 20±2 min. Odsustvo 
reakcije na bolni nadražaj je primećeno i iznosilo je oko 14 minuta.  
 
3.4. Starosno-zavisni efekat odabrane doze propofola 
 
Da bismo procenili uticaj starosti eksperimentalnih životinja na anestetske 
sposobnosti izabrane doze propofola (25 mg/kg) u eksperiment su uključene i životinje 
starosti: PND7, PND21, PND28 i PND35. Dobijeni rezultati su prikazani u delu 
Rezultati (slika 16). 
 
3.5. Eksperimentalna procedura  
 
Neposredno pre izvođenja eksperimenta životinje (n=55) su odvajene od majki i 
stavljane u kutiju od pleksiglasa u kojoj se temperatura održava na 35ºC. Oformljeno je 
sedam eksperimentalnih grupa (n=4 životinje po grupi), shodno vremenu nakon 
tretmana kada je obavljano žrtvovanje (0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 sata nakon tretmana). 
Životinje koje nisu žrtvovane odmah nakon tretmana su ostavljane da se oporave 1 sat i 
zatim su vraćene svojim majkama radi adekvatne ishrane do predviđenog vremena 
žrtvovanja. Nakon žrtvovanja životinja izolovani su i zamrznuti kora i talamus iz obe 
hemisfere za PCR i Western blot metode. S obzirom da je mala količina tkiva izolovana 
po životinji, uzorci su pulovani (n=4). 
Za Fluoro-Žad bojenje korišćeno je 12 pacova, podeljenih u 4 grupe (n=3 
životinje po grupi). Prva grupa je injecirana fiziološkim rastvorom (kontrola), dok su tri 
grupe injecirane propofolom (25 mg/kg) i žrtvovane 8, 16 i 24 sata nakon tretmana. Iz 
ovih životinja su izolovani celi mozgovi. U cilju određivanja doze propofola koja kod 
PND14 pacova indukuje neurodegeneraciju, urađen je nezavisan Fluoro-žad B 
eksperiment na 15 pacova podeljenih u 5 grupa (n=3 životinje po grupi): kontrolna i 
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tretirana propofolom u dozama 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Životinje su žrtvovane 16 sati 
nakon tretmana. Iz ovih životinja su izolovani celi mozgovi.  
Ventilacija, oksigenacija i perfuzija PND14 pacova nije bila moguća usled 
tehničkih poteškoća. Međutim, životinje su pažljivo praćene kako za vreme tako i u 
prvim satima nakon tretmana, tj. i nakon vraćanja u matično leglo. Sve su imale roze 
boju kože i bile bez vidljivih tragova cijanoze. U ovim eksperimentima nije ispitan 
uticaj rastvarača (lipidne emulzije) s obzirom da je cilj ovog istraživanja da se ispitaju 
efekti propofola u formulaciji u kojoj se on koristi u humanoj populaciji. Treba 
spomenuti da je u nekoliko istraživanja pokazano da lipidna emulzija nema značajnih 
štetnih efekata, ali može da bude značajna u pogledu anestetskih svojstava samog 
propofola (Nakao i saradnici, 2003; Vutskits i saradnici, 2005; Bjornstrom i saradnici, 
2008; Turina i saradnici, 2008). 
 
3.6. Izolacija tkiva 
 
Životinje su žrtvovane u različitim vremenskim tačkama (0, 1, 2, 4, 8, 16, 24 
sata nakon tretmana). Kora i talamus obe hemisfere su izolovani na hladnoj površini, 
kako bi se ublažilo dejstvo proteolitičkih enzima. Proteini i RNK su izolovani iz 
posebnih homogenata (n=4 uzorka po homogenatu). Uzorci su do trenutka izolacije 
čuvani na -80°C.  
 
3.7. Izolacija RNK i PCR analiza 
 
3.7.1. Izolacija RNK 
 
Ukupna RNK je izolovana iz tkiva (kora, talamus) korišćenjem TRIZOL 
reagensa, prema instrukcijama proizvođača (Invitrogen). Postupak izolacije se sastoji iz 
nekoliko koraka: 
• homogenizacija– tkivo je homogenizovano u odnosu 1 ml reagensa na 0,1 g tkiva u 
tubama korišćenjem plastičnih tučkova za homogenizaciju tkiva; 
• razdvajanje faza– homogenizovani uzorci se inkubiraju 5 minuta na sobnoj 
temperaturi da bi nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali i zatim je dodat 
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hloroform (0,2 ml na 1 ml TRIZOL-a). Tube se intenzivno protresu (dok se ne dobije 
mlečno-roze boja) i dodatno inkubiraju na sobnoj temperaturi 2-3 minuta. Zatim se 
pristupa centrifugiranju uzoraka (15 minuta na 12000 x g na 4°C) radi razdvajanja 
sadržaja na fenol-hloroformsku fazu (donja faza), interfazu i gornju bezbojnu vodenu 
fazu u kojoj se nalazi RNK. Zapremina vodene faze teoretski iznosi oko 60% ukupnog 
volumena TRIZOL-a korišćenog za homogenizaciju.  
• precipitacija RNK– vodena faza se prenosi u nove tubice i u iste dodaje 
izopropanol (0,5 ml na 1 ml TRIZOL-a). Tube se protresu a zatim inkubiraju 10 minuta 
na sobnoj temperaturi. Očekuje se blago zamućenje. Nakon toga sledi centrifugiranje 
(10 minuta na 12000 x g na 4°C) sa ciljem precipitacije RNK u vidu beličastog taloga 
na dnu tubica; 
• ispiranje RNK– nakon uklanjanja supernatanta u talog RNK se dodaje 1 ml 
rastvora 75% etanola u 0,1% DEPC-tretiranoj vodi (dejonizovana voda tretirana 0,1 %-
tnim dietilpirokarbonatom, potentnim inhibitorom RNK-aze, autoklavirana i ohlađena). 
Tube se lagano vorteksuju da se talog odvoji od dna. Nakon toga se uzorci 
centrifugiraju (5 minuta na 7500 x g na 4°C);  
• rastvaranje RNK– nakon centrifugiranja se odlije supernatant. Tubice se polože 
radi sušenja materijala (oko 10 minuta na sobnoj temperaturi), nakon čega se pristupa 
rastvaranju RNK u 50 μl 0,1% DEPC-tretirane vode blagim vorteksovanjem. Uzorci se 
mogu inkubirati kratko (5-7 minuta) na 60°C, u cilju potpunog rastvaranja RNK. 
Rastvoreni uzorci se čuvaju na -80°C. 
 
3.7.2. Određivanje koncentracije i provera kvaliteta RNK 
 
Koncentracija RNK je određena spektrofotometrijski, u razblaženjima uzoraka 
(1 μl uzorka + 49 μl dejonizovane vode i 2 μl uzorka + 48 μl dejonizovane vode), 
merenjem apsorbance (A) na 260 nm (BioPhotometer, Eppendorf). Iz odnosa 
A260/A280 procenjena je čistoća uzoraka, tj. kontaminacija proteinima. 
Kvalitet izolovane RNK je proveren elektroforezom uzoraka na 1% agaroznom 
gelu (1 g agaroze u 100 ml 1xTBE pufera (0,09 M Tris-borat, 0,02 M EDTA, pH 8,2). 
Uzorci za nalivanje na gel se pripremaju tako što se 1 μl uzorka sa RNK pomeša sa 3 μl 
boje (0,4% bromfenol plavo u 50% glicerolu). Pripremljeni uzorci se nanose na 
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polimerizovan agarozni gel uronjen u adekvatni tank sa 1xTBE puferom na 70-100V. 
Nakon elektroforeze RNK se vizuelizuje na Gel Doc sistemu (Gel Doc 1000, Bio Rad). 
Intaktnost i kvalitet izolovane RNK se određuje na osnovu izgleda traka za 28S i 18S 
rRNK, kao i odnosa njihovog intenziteta koji bi trebalo da iznosi 1,6–2,0. 
 
3.7.3. DNA-zni tretman  
 
Pre ulaska u reakciju reverzne transkripcije (engl. reverse transcription– RT) 
izolovana totalna RNK je podvrgnuta tretmanu deoksiribonukleazom I (DNA-zom I), 
kako bi se eliminisala eventualno zaostala genomska DNK koja pri PCR reakciji može 
dati lažan rezultat u pogledu genske ekspresije. Tretman DNA-zom I je izveden po 
protokolu proizvođača reakcionih komponenti (Fermentas, Litvanija). Na 1 μg uzorka 
RNK se dodaje 1 μl DNA-ze I (1U/ μl), 1 μl 10 x reakcionog pufera sa magnezijum 
hloridom i do zapremine od 9 μl dopuni DEPC-tretiranom vodom. Reakciona smeša se 
zatim inkubira 30 minuta na 37ºC. Nakon toga se doda 1 μl 25 mM EDTA (tako da je 
finalna zapremina smeše koja sadrži 1μg uzorka 10 μl)  i inkubira dodatno 10 minuta na 
65 ºC (ovaj korak služi da se inaktivira DNA-za I). U našim eksperimentima je rađeno 
sa 5 μg uzorka. Neophodne količine pomenutih reagenasa su dobijene adekvatnim 
povećanjem zapremina, tako da je finalna zapremina smeše sa uzorkom iznosila 50 μl. 
Nakon inkubacije sa EDTA uzorci se hlade na ledu i pristupa se izvođenju RT reakcije. 
 
3.7.4. Reakcija reverzne transkripcije i semikvantitativni PCR 
 
RT reakcija služi da se na osnovu RNK molekula kao matrice sintetiše 
komplementarni (engl. complementary) lanac molekula DNK (cDNK). U reakcionu 
smešu dobijenu u procesu DNA-znog tretmana se dodaje 51 μl RT smeše, koja se 
sastoji od sledećih komponenti u finalnoj koncentraciji: 0,65 μM oligo-dT16, 1x pufer, 
50 μM dATP, 50 μM dTTP, 50 μM dGTP, 50 μM dCTP, 10 mM DTT, 0,4 U/μl 
ribonukleaznog inhibitora (RNAzin) i  5 U/μl M-MLV reverzne transkriptaze. Nakon 
sjedinjavanja ove dve smeše uzorci se kratko vorteksuje i centrifugiraju, a zatim 
inkubiraju 60 minuta na 42ºC. Dodatnim inkubiranjem 10 minuta na 95 ºC RT reakcija 
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se prekida. Uzorci (u kojima je koncentracija cDNK 50 ng/μl) se potom ostave nekoliko 
minuta na ledu i do daljeg korišćenja čuvaju na -20ºC. 
Lančana reakcija polimeraze se označava kao PCR (engl. polymerase chain 
reaction). Zasniva se na seriji lančanih reakcija čime se amplifikuje ciljna sekvenca na 
DNK. Za ovu reakciju je potrebna DNK matrica (cDNK), amplimeri (kratki 
oligonukeotidi komplementarni matrici), dezoksiribonukleotidi, pufer i enzim DNK 
zavisna DNK polimeraza (Taq polimeraza) koji katalizuje ugradnju nukleotida u novi 
lanac DNK. Proces amplifikacije se izvodi u seriji cikličnih izmena temperatura čime se 
obezbeđuje denaturacija molekula DNK, hibridizacija amplimera sa matricom i njegova 
elongacija. Za uspešnu amplifikaciju svake target sekvence moraju se optimizovati 
uslovi, kao što su temperatura hibridizacije amplimera (engl. annealing), koncentracija 
magnezijumovih (Mg2+) jona, koncentracija amplimera, koncentracija cDNK i ukupni 
broj ciklusa amplifikacija. 
Semikvantitativnom RT-PCR analizom se istovremeno određuje nivo ekspresije 
gena od interesa i kontrolnog gena (koji se paralelno amplifikuje u istoj smeši), što je 
rađeno u našim eksperimentima. Kontrolni gen se još naziva endogena ili interna 
kontrola i predstavlja konstitutivno eksprimirani gen koji ima konstantnu ekspresiju 
nezavisno od tkiva, sredinskih faktora i stanja u kome se ćelija nalazi. Određivanjem 
nivoa ekspresije gena od interesa u odnosu na nivo ekspresije kontrolnog gena se 
neutrališe eksperimentalna greška. Kao kontrole su korišćeni gliceraldehid 3-fosfat 
dehidrogenaza (gapdh) i β-aktin. 
RT-PCR reakcije u ovom eksperimentu su rađene sa prajmerima specifičnim za 
sledeće transkripte (u zagradama su reference iz kojih su sekvence preuzete): ukupnu 
iRNK za TNF-α i TNFR1 (Yakovlev i Faden, 1994). Kao kontrole za TNF-α  korišćeni 
su prajmeri specifični za gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH) (Wong i 
saradnici, 1994), a za TNFR1 je korišćen β-aktin (NicAmhlaoibh i saradnici, 1999). 
Različite endogene kontrole se koriste kako bi se izbeglo preklapanje signala kontrolnih 
i ciljnih gena usled približno istih dužina fragmenata.  
Reakcije su izvođene na GeneAmp® PCR System 9700 (Applied Biosystems). 
Sekvence prajmera i uslovi u kojima su PCR reakcije rađene su prikazani u tabeli 1. 
Odnosi prajmera bili su sledeći (u zagradama su date finalne koncentracije):  
44 
 
GAPDH : TNFα = 1 : 3 (0,07 µM : 0,21 µM); β-aktin : TNFR1= 1 : 2,8 (0,07 
µM : 0,2 µM).  
U svakoj reakciji je korišćeno 200 ng cDNK. U svim reakcijama koncentracija 
MgCl2 je finalno bila 2 mM, a kada je u pitanju dNTP komponenta 0,2 mM. Sve PCR 
reakcije su rađene iz dve nezavisne RT reakcije najmanje po tri puta iz svake. Inicijalna 
denaturacija je trajala 5 minuta na 95ºC, nakon čega sledi određeni broj ciklusa 
optimizovan za svaki par analiziranih prajmera (naznačen u tabeli 1) koji podrazumeva: 
denaturaciju (u trajanju od 15 sekundi na 94ºC), aniling (u trajanju od 30 sekundi na 
temperaturi specifičnoj za dati par prajmera, prikazana u tabeli 1) i elongaciju (u 
trajanju od 30 sekundi na 72ºC). Nakon toga uzorci se mogu čuvati na 4ºC 
neograničeno dugo.  
 
Tabela 1. Sekvence i uslovi rada prajmera korišćenih u semikvantitativnoj RT-PCR 
analizi. 
Gen Sekvence prajmera (5'-3') Dužina (bp) 
PCR profil 






94ºC         15 s 
58ºC         30 s 






94ºC          15 s 
58ºC          30 s 









142 u zavisnosti od ciljnog gena 
TCAGGAGGAGCAATGATCTTGA 
 
3.7.5. Analiza i kvantifikacija PCR produkata 
 
PCR produkti su analizirani na 2% agaroznom gelu. Na gelu se analizira ceo 
reakcioni volumen od 25 μl u koji je dodato 5 μl boje (0,4 % bromfenol plavo u 50 %-
tnom glicerolu). Nakon elektroforeze u 1X TBE puferu produkti se vizuelizuju na Gel 
Doc sistemu (Gel Doc 1000, Bio Rad) i pristupa se denzitometrijskoj analizi i 
kvantifikaciji dobijenog signala na Multi-Analyst/PC Software Image Analysis System 
(Gel Doc 1000, Bio Rad). Dobijene vrednosti signala za određeni gen u svakom uzorku 
su izražene u odnosnu na vrednost signala endogene kontrole istog uzorka. Tako 
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dobijene relativne vrednosti su dalje korišćene za statističku obradu rezultata i njhovo 
grafičko predstavljanje. 
 
3.7.6. Reakcija reverzne transkripcije i RT-PCR u realnom vremenu 
 
Za analizu promena na nivou iRNK je korišćena i metoda RT-PCR-a u realnom 
vremenu (engl., relative quantification polymerase chain reaction– RQ-PCR). Ova 
metoda je u odnosu na semikvantitativni PCR senzitivnija i omogućava detekciju malih 
promena u količini iRNK.  
Sinteza cDNK je urađena u reakciji reverzne transkripcije (nakon DNA-znog 
tretmana uzoraka RNK) korišćenjem High-Capacity cDNA Archive Kit-a sa 
nasumičnim heksamerima, prema instrukcijama proizvođača (Applied Biosystems). 
Reakciona smeša u zapremini od 50μl je sadržavala: 1x RT pufer, 5,5 mM MgCl2, 0,5 
mM svakog nukleotida, 2,5 μM amplimera (nasumični heksamer), 0,4 U/μl RNaznog 
inhibitora, 1,25 U/μl MultiScribe reverzne transkriptaze i 100 ng RNK. Reakcioni profil 
je bio 10 miuta na 25oC, 30 min na 48 oC i 5 minuta na 95 oC. Svaki RT eksperiment je 
bio praćen reakcijom bez reverzne transkriptaze, umesto koje je bila dodavana DEPC 
voda, da bi se proverila eventualna kontaminacija. 
Da bi se metodom RQ-PCR-a dobili pouzdani rezultati neophodno je prvo 
uraditi eksperimente validacije sa ciljem da se odredi adekvatna endogena kontrola za 
svaki ispitivani gen u okviru ispitivane grupe uzoraka. Prvo je ispitana efikasnot 
amplifikacije, tj. kompatibilnost eseja za endogenu kontrolu (gapdh) i ciljne gene (bdnf, 
ngf) korišćenjem komercijalnih eseja (Assay-on-Demand Gene Expression Product, 
Applied Biosystems). Identifikacioni broj korišćenih eseja je prikazan u Tabeli 2. Za 
proveru kompatibilnosti između eseja korišćena su serijska razblaženja odabrane cDNK 
(jedna iz kore i jedna iz talamusa): 0,01, 0,1, 1, 10 i 100 ng RNK prevedene u cDNK. 
Reakcionu smešu su osim određene količine cDNK sačinjavali i 1xTaqMan Universal 
Master Mix sa AmpErase UNG, 1x Assay Mix (6-FAM dye-labeled MGB probes). Sve 
reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection System, pod 
sledećim uslovima: 2 minuta na 50oC, 10 minuta na 95 oC i 40 ciklusa po 15 sekundi na 
95 oC i na kraju 1 minut na 60 oC. Vrednost eksperimentalnog “treshold-a” (nivo 
fluoroscence statistički značajno veći od šuma) je određivana na osnovu srednje 
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vrednosti fluoroscentnog signala u intervalu od 3. do 15. ciklusa +10 standardnih 
devijacija. Tačka u kojoj amplifikaciona kriva seče “treshold” definiše se kao Ct 
(treshold cycle) vrednost, i predstavlja broj ciklusa kada amplifikacija ulazi u 
eksponencijalnu fazu i obrnuto je proporcionalan početnom broju kopija sekvence čiju 
amplifikaciju pratimo. Svaki uzorak je rađen u triplikatu, a srednja vrednost je uzeta za 
dalja izračunavanja, tj. definisanje ΔCt vrednosti. Na taj način se dobije 5 tačaka od 
kojih se konstruiše kriva i određije efikasnost amplifikacije po jednačini krive 
(y=ax+b). Kompatibilnost eseja je zadovoljavajuća ako je nagib krive manji od 0,1 
(a<0,1).  
 Zatim se pristupa određivanju nivoa ekspresije endogene kontrole u svakom 
uzorku analiziranih moždanih regiona (kora, talamus). Reakcionu smešu za 
amplifikaciju endogenih kontrola su sačinjavali 1xTaqMan Universal Master Mix sa 
AmpErase UNG, 1x Assay Mix (6-FAM dye-labeled MGB probes) i cDNK (10 ng 
RNK prevedeno u cDNK). Sve reakcije su izvedene  na aparatu ABI Prism 7000 
Sequence Detection System, pod sledećim uslovima: 2 minuta na 50oC, 10 minuta na 
95 oC i 40 ciklusa po 15 sekundi na 95 oC i na kraju 1 minut na 60 oC. Analiza podataka 
je rađena direktnim poređenjem dobijenih Ct vrednosti, gde se dozvoljenim 
odstupanjem u okviru grupe uzoraka smatra raspon od 2 ciklusa (između najmanje i 
najveće Ct vrednosti).  
 
Tabela 2. Identifikacioni brojevi eseja korišćenih za u RQ-PCR analizi. 
 





Nakon izbora odgovarajuće endogene kontrole urađene su TaqMan RQ-PCR 
reakcije, korišćenjem komercijalnih eseja (Assay-on-Demand Gene Expression 
Product), čiji su identifikacioni brojevi prikazani u Tabeli 2. Svaki esej je sadržao 
prajmere za amplifikaciju ciljnih gena i  TaqMan MGB (Minor groove binder) probu 
obeleženu sa 6-FAM bojom. Reakcije su rađene na isti način kao i reakcije validacije, u 
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istim reakcionim smešama, na istom aparatu i istim uslovima, uz korišćenje 1ng RNK 
prevedene u cDNK. 
Svaki uzorak je rađen u triplikatu, a srednja vrednost je uzeta za dalja 
izračunavanja. U svaku analizu je bila uključena endogena kontrola zbog korekcije 
internih razlika u efikasnosti amplifikacije, a svaki uzorak je normalizovan na nivo 
ekspresije svoje endogene kontrole. Kvantifikacija je je urađena 2-∆∆Ct metodom (Livak 
i Schmittgen, 2001), a dobijeni rezultati testirani na statističku značajnost (p<0,05) 
koristeći RQ Study Add ON v 1.1 softverski paket. U okviru grupe uzoraka iz svake od 
ispitivanih moždanih struktura (kora, talamus) kao kalibrator je korišćen uzorak 
kontrola (0 sati nakon tretmana). Rezultati su izraženi kao stepen promene u odnosu na 
adekvatnu kontrolnu grupu kojoj je dodeljena vrednost od 100%.  
 
3.8. Izolacija proteina i Western blot analiza  
 
3.8.1. Izolacija proteina  
 
Tkivo je homogenizovano i sonifikovano u 10 volumena RIPA pufera (50 mM 
Tris-HCl, pH 7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0,1% SDS, 0,5% Triton X-100, 1 mM 
EDTA, 1mM EGTA) u koji je na 10 ml dodata po jedna tableta komercijalno 
nabavljenog koktela proteaznih inhibitora (Mini Protease Inhibitors Coctail, Boehringer 
M). Nakon 30 minuta inkubacije na ledu lizati su centrifugirani (30 minuta na 14 000 x 
g na 4°C). Nakon toga supernatanti su odliveni i do dalje analize čuvani na -80°C.   
 
3.8.2. Određivanje koncentracije proteina  
 
Koncentracija ukupnih proteina određena je metodom po Pierce-u pomoću 
komercijalno nabavljenog kompleta (Micro BCA Protein Assay Kit; Pierce Inc., 
Rockford, USA), tzv. mikrometodom, po uputstvu proizvođača. Koncentracija uzoraka 
određena je iz standardne krive dobijene upotrebom poznatih koncentracija proteina 





3.8.3. Elektroforeza proteina 
 
Elektroforetsko razdvajanje proteina prema molekulskoj težini vršeno je na SDS 
denaturišućim poliakrilamidnim gelovima (engl. sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Korišćena je mini aparatura za 
elektroforezu (Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell, Bio-Rad Laboratories). Gel za 
razdvajanje je pored akrilamid/bisakrilamida (Sigma) u odnosu 29:1, čija je finalna 
koncentracija u smesi iznosila 12%, sadržavao i 0,375 M Tris pH 8,8 i 0,1% SDS. Gel 
za koncentrisanje bio je sledećeg sastava: 5% akrilamid/bisakrilamid (29:1); 0,125 M 
Tris pH 6,8 i 0,1% SDS. Za polimerizaciju je korišćeno 60 μl 10% amonijum persulfata 
(ICN) i 5 μl TEMED-a (Serva) na 10 ml smese, za oba gela. 
Količina proteina koja je nanošena na gel optimizovana je eksperimentalno za 
svaki protein pomoću krivih sa sukcesivnim razblaženjima proteina, a sa 
koncentracijama primarnog antitela preporučenim od strane proizvođača. Kao 
optimalna količina proteina uzeta je ona koja se nalazi u linearnom opsegu krive 
zavisnosti intenziteta signala i količine nanetih proteina. Za sve ispitivane proteine 
nanošeno je po 20 μg ukupnih proteina. Kao pufer za nalivanje korišćen je 2 x Laemmli 
pufer (31,25 mM Tris pH 6,8; 10% glicerol; 1% SDS; 5% 2-merkaptoetanol; 0,025% 
bromfenol plavo) dodat uzorku u odnosu 1:1 (v/v). Uzorci su pre nalivanja dodatno 
denaturisani kuvanjem 3 minuta na 95°C. Kao standard za molekulsku težinu korišćen 
je obojeni “Rainbow" marker širokog opesega (Amersham). Elektroforeza je vršena u 
puferu za elektroforezu standardnog sastava (192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3; 0,1% 
SDS) pod konstantnim naponom od 120 V na sobnoj temperaturi.  
 
3.8.4. Prenos proteina sa SDS-poliakrialmidnog gela na nitroceluloznu membranu  
 
Prenos (transfer) proteina sa poliakrilamidnog gela na nitroceluloznu membranu 
(Amersham Hybond-C) je rađen korišćenjem sistema za transfer (Mini Trans-Blot 
Electrophoretic Transfer Cell, Bio-Rad Laboratories). Nakon završene elektroforeze gel 
za razdvajanje je pažljivo uklonjen sa staklene ploče i prenet u posudu sa puferom za 
transfer (20% methanol; 192 mM glicin; 25 mM Tris pH 8,3), gde je ostavljen narednih 
15 minuta (ekvilibracija gela). Nitrocelulozna membrana (isečena u dimenzijama gela) 
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je prvo prana u destilovanoj vodi 10 minuta a zatim prebačena u posudu sa puferom za 
transfer gde je ekvilibrisana narednih 15 minuta. Pomoćne komponente (filter papir, 
Watman papir, sunđeri) su takođe pripremljene potapanjem u pufer za transfer 30 
minuta.  Nakon slaganja svih komponenti u kasetu za transfer i ulaganja u tank sa 
puferom, elektrotransfer proteina je vršen tokom 70 minuta, pod konstantnim naponom 
od 120 V na sobnoj temperaturi. Po završenom transferu membrane su osušene na 
sobnoj temperaturi bez ikakvog dodatnog ispiranja. Potom su membrane kvašene u 
destilovanoj vodi 20 minuta i bojene Ponceau S bojom (1% Ponceau S boja; 5% 
glacijalna sirćetna kiselina; destilovana voda) radi vizuelizacije proteinskih traka. 
Gelovi su bojeni  Coomassie Brilliant Blue bojom (0,25% Coomassie Brilliant Blue 
R250; 10% glacijalna sirćetna kiselina; 45% metanol; destilovana voda), u cilju 
dobijanja vizuelne potvrde uspešnosti transfera. Membrane su zatim odbojene 
ispiranjem u destilovanoj vodi, i potom osušene na sobnoj temperaturi. Do daljeg rada 
su skladištene (u kesicama od filter papira) na 4ºC. 
 
3.8.5. Imunološka detekcija imobilizovanih proteina (Western blotting) 
 
Imunološka detekcija imobilizovanih proteina rađena je na nitroceluloznim 
membranama koje su prethodno pripremljene tako što su 30 minuta kvašene u posudi sa 
destilovanom vodom, a zatim blokirane u rastvoru obranog mleka (5%) u Tris-
boratnom puferu sa dodatkom Tween-20 deterdženta (TBS-T: 20 mM Tris-HCl pH 7,6; 
137 mM NaCl; 0,05% Tween 20). Blokiranje membrane je trajalo oko 60 minuta na 
sobnoj temperaturi, a rađeno je u cilju smanjivanja intenziteta nespecifičnog vezivanja 
antitela. Nakon blokiranja membrane su ispirane u TBS-T puferu 10 minuta, koji je 
zatim odliven i zamenjen rastvorom za blokiranje u koji su dodata primarna antitela. 
Korišćena su sledeća poliklonska primarna antitela (pored kataloškog broja naznačeno 
je razblaženje): anti-BDNF (N-20: sc-546, Santa Cruz, 1:500); anti-proBDNF (AB5613, 
Chemicon, 1:3000); anti-Trk B (sc-12, Santa Cruz, 1:1000); anti-TrkB (phospho Y816) 
(ab75173, Abcam, 1:1000); anti-NGF (H-20: sc-548, Santa Cruz, 1:500); anti-p-Trk A 
(E-6: sc-8058, Santa Cruz, 1:2000); anti-p75 (N-20: cs-6189, Santa Cruz, 1:1000); anti-
Akt1/2/3 (H-136: sc-8312, Santa Cruz, 1:1500); anti-p-Akt1/2/3 (Thr-308)-R (sc-
16646-R, Santa Cruz, 1:3000); anti-p-Akt1/2/3 (Ser-473)-R (sc-7985-R, Santa Cruz, 
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1:1500); anti-ERK 1 (K-23: sc-94, Santa Cruz, 1:3000); anti-p-ERK (E-4: sc-7383, 
Santa Cruz, 1:500); anti-sečena kaspaza-3 (Asp175, #9661, Cell Signaling, 1:750); anti-
NFkB p65 (C-20: sc-372, Santa Cruz, 1:15000); anti-XIAP (H-202: sc-11456, Santa 
Cruz, 1:3000); anti-MAP-2 (MAB3418, Chemicon, 1:1500); anti-Drebrin (ab12350, 
Abcam, 1:1000); anti-GAP-43 (AB5220, Chemicon, 1:10000); anti-Sinaptofizin 
(poklon od dr Reinhard Jahn, 1:150000); anti-Sinuklein (1:2000); anti-N-kadherin 
(1:3000); anti-β-aktin (A-5060, Sigma, 1:10000);  anti-GAPDH (sc-20357, Santa Cruz, 
1:2000). 
Nakon inkubiranja sa primarnim antitelom membrane su ispirane 3 puta  po 10 
minuta u TBS-T puferu (da bi se uklonila primarna antitela koja se nisu specifično 
vezala), i potom dalje inkubirane 60 minuta na sobnoj temperaturi sa odgovarajućim 
sekundarnim antitelom (sc-2350, sc-2370, Santa Cruz i P0260, DACO) obeleženim 
peroksidazom rena. Nakon inkubacije sa sekundarnim antitelom, membrane su ispirane 
3 puta po 10 minuta u TBST-u, a zatim izložene dejstvu luminola (komercijalni 
komplet za hemiluminescenciju RNP 2106 Western blotting detection reagents, 
Amersham). Membrana je inkubirana u substratu 1 minut, oceđena i izložena 
autoradiografskom filmu osetljivom na plavu svetlost u trajanju od 1 do 5 minuta. 
Filmovi su razvijeni odmah po završetku ekspozicije membrane i skenirani radi dalje 
analize. 
 
3.8.6. Semikvantitativna analiza imunoblotova 
 
Intenzitet signala dobijenih na autoradiografskom filmu je kvantifikovan 
denzitometrijski, korišćenjem kompjuterskog programa za analizu signala (ImageQuant 
5.0). Vrednosti dobijene za ciljne proteine su normalizovane u odnosu na vrednosti koje 
su dobijene za odgovarajući aktin ili GAPDH, koji su bili merilo nanete količine 
totalnih proteina. Tako dobijene relativne vrednosti su dalje korišćene za statističku 







3.9. Fluoro-žad B  i Hoechst 33258 histohemijska bojenja i analiza signala 
 
Životinje su  žrtvovane 8, 16 i 24 sata nakon inicijalnog injeciranja. Mozgovi su 
izolovani i stavljeni u fiksativ koga čini 4% paraformaldehid u fosfatnom puferu (engl., 
phosphate-buffered saline, PBS), pH=7,4. Fiksacija je trajala 24 sata na 4oC. Zatim je 
urađena dehidratacija izlaganjem mozgova rastućim koncentracijama saharoze (10%, 
20%, 30%) u PBS-u. Svakom od pomenutih razblaženja saharoze mozgovi su izloženi 
po 24 sata. Korak dehidratacije služi krioprotekciji, tj. sprečava nastanak kristala vode 
prilikom zamrzavanja tkiva koji bi isto oštetili. Nakon uspešne dehidratacije mozgovi 
su zamrznuti u izopentanolu i ostavljeni na -80 oC do daljeg korišćenja.  
Debljina preseka je iznosila 18 μm a uziman je svaki peti koronalni presek. 
Pločice sa presecima su radi fiksacije ostavljane 24 sata na sobnoj temperaturi i nakon 
toga (do daljeg korišćenja) ostavljene na -20ºC.  
Fluoro-žad B boja (Chemicon, AG310) je korišćena za detekciju neurona u 
procesu neurodegeneracije po protokolu koji su uspostavili Schmued i Hopkins 
(2000a). Pločice sa suvim presecima se uranjaju redom u: 1% rastvor natrijum 
hidroksida u 80% etanolu (5 minuta), 70% etanol (2 minuta), destilovanu vodu (2 
minuta), 0,06% rastvor kalijum permanganata (10 minuta). Pločice sa presecima su 
zatim ispirane u destilovanoj vodi (2 minuta) i prebačene u rastvor Fluoro-žad boje gde 
su držane narednih 20 minuta. Radni rastvor boje (0,0004%) je napravljen dodavanjem 
4 ml koncentrovanog rastvora (0,01% rastvor boje u destilovanoj vodi) u 96 ml 0,1% 
rastvora sirćetne kiseline. Nakon bojenja pločice sa presecima su ispirane 3 puta po 1 
minut u destilovanoj vodi. Na preseke je zatim nanet 0,01% rastvor Hoechst 33258 
(Acros Organics) u trajanju od 10 minuta. Pločice sa presecima su ispirane 3 puta po 5 
minut u destilovanoj vodi, osušene na sobnoj temperaturi i uronjene u ksilol (3 minuta) 
zbog potpune dehidratacije. Nakon toga na pločice sa presecima je nanet glicerol i 
stavljeno pokrovno staklo.  
Kao negativna kontrola koristile su pločice sa presecima koje su prošle isti 
postupak osim što nisu izlagane dejstvu Fluoro-žad boje već 0,1% rastvoru sirćetne 
kiseline. Kao pozitivna kontrola korišćeni su preseci mozgova PND7 životinja koje su 
tretirane intraperitonealno sa dve doze (+)MK-801 (0,5 mg/kg) sa razmakom od 8 sati; 
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žrtvovane 24 sata  nakon prvog injeciranja i koji su prošli kompletnu proceduru Fluoro-
žad bojenja. 
Preseci su analizirani pomoću mikroskopa (Axio Observer Microscope Z1, 
ZEISS) sa odgovarajućim filterom (zeleni) za vizuelizaciju fluorescein ihtiocijanata 
(FITC). Neuroni u procesu degeneracije koje obeleži Fluoro-žad boja se jasno razlikuju 
od pozadine jer se vide kao zasebne fluorescentno zelene tačke u odnosu na crnu 
pozadinu.  
Na presecima dobijenim iz mozgova kontrolnih životinja (tretirane fiziološkim 
rastvorom) i životinja koje su tretirane propofolom su analizirani posteriorna 
cingulatna/retrosplenialna kora i laterodorzalni talamus u pet reprezentativnih preseka 
do mozgu (n=3 po grupi).  
 
3.10. Statistička obrada podataka 
 
Relativne promene u ekspresiji iRNK i proteina su predstavljene u procentima 
(srednja vrednost ± standardna greška) u odnosu na kontrolnu vrednost kojoj je 
dodeljena vrednost od 100%. Za statističku analizu dobijenih relativnih vrednosti je 
korišćen softverski paket STATISTICA 6.0. Nakon provere da li podaci podležu 
normalnoj distribuciji usledila je dalja ststistička analiza. Komparacija između grupa 
koje su pokazale normalnu distribuciju je rađena korišćenjem jednofaktorske ANOVA 
analize prosleđene LSD testom. Podaci koji ne podležu normalnoj raspodeli analizirani 
su Kruskal-Wallis ANOVA analizom i nakon toga U-testom. Statistički značajnim 














4.1. Dozno- i starosno-zavisne studije   
 
4.1.1. Dozno-zavisna studija  
 
S obzirom na to da su dozno-zavisne studije veoma važne u istraživanjima 
vezanim za farmakološki aktivne supstance, prvo smo uradili nezavisan eksperiment u 
cilju određivanja doze propofola koja je sposobna da indukuje efektivnu anesteziju i 
koja će biti korišćena u daljim istraživanjima. Pacovi stari 14 dana su intraperitonealno 
injecirani propofolom u dozi 10, 25, 50, 75 ili 100 mg/kg. Životinje koje su primile 
najnižu dozu propofola (10 mg/kg) su bile ošamućene, ali budne. Ovo je jedina doza 
koja nije imala uticaj na refleks ispravljanja. Ostale doze su indukovale gubitak refleksa 
ispravljanja u okviru nekoliko minuta od injiciranja (2-4 min), kao i odsutvo odgovora 
na bolni stimulus (test štipanja repa). Na slici 15 je prikazan period odsustva refleksa 
ispravljanja. Doze propofola od 25 i 50 mg/kg nisu dovele do promene boje kože niti do 
nepravilnog disanja. Nijedna životinja nije uginula u ovim eksperimentima. Na osnovu 
ovih i prethodnih istraživanja naše grupe na PND7 pacovima, u svim daljim 
ispitivanjima je odabrana doza propofola od 25 mg/kg koja je kod PND14 pacova 
indukovala gubitak refleksa ispravljanja u trajanju od 20±2 minuta. 
 
 
Slika 15. Dozno-zavisni odgovor PND14 pacova. Gubitak refleksa ispravljanja je 





4.1.2. Starosno-zavisna studija  
 
Nakon što je izabrana optimalna doza propofola, životinje različite starosti su 
tretirane propofolom u dozi 25 mg/kg (slika 16). Ova doza je indukovala gubitak 
refleksa ispravljanja samo kod PND7, PND14 i PND18 životinja (oko 60, 20 i 9 min, 
redom). PND21 pacovi su bili duboko sedirani, ošamućeni, ali su pokazivali refleks 
ispravljanja u trajanju nekoliko minuta (oko 2-3 min). Ova doza propofola nije imala 
nikakav uticaj na životinje stare 35 dana. 
 
 
Slika 16. Starosno-zavisni odgovor pacova na dozu propofola 25 mg/kg. Gubitak 
refleksa ispravljanja je meran na pacovima koji su stari 7, 14, 18, 21 i 35 dana. 
 
4.2. Uticaj propofolskog tretmana na signalni put neurotrofina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
4.2.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za BDNF u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U cilju ispitivanja uticaja propofolskog tretmana na neurotrofinsku signalizaciju 
prvo smo ispratili promene u ekspresiji ukupne iRNK za BDNF u dve strukture mozga 
koje su odgovorne za delovanje anestetika: u kori i talamusu. U kori PND14 pacova 
metodom RT-PCR-a u realnom vremenu nisu detektovane promene u ekspresiji ukupne 
iRNK za BDNF u poređenju sa kontrolnim vrednostima tokom prvih 8 sati nakon 
tretmana. Nakon tog perioda, tretman je indukovao statistički značajan porast u 
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ekspresiji iRNK za BDNF (~75% u poređenju sa kontrolnom vrednošću) u 16. i 24. satu 
(slika 17A, *p<0,05).  
U talamusu je detektovano smanjenje u ekspresiji iRNK za BDNF (~40% u 
poređenju sa kontrolnim vrednostima) u 2. i 4. satu nakon propofolskog tretmana. U 8. 
satu, nivo iRNK za BDNF se vratio na kontrolnu vrednost, dok je u 16. i 24. satu 
ponovo detektovan pad u ekspresiji iRNK za BDNF (~30% u poređenju sa kontrolnom 
vrednošću) (slika 17B, *p<0,05). 
 
 
Slika 17. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju iRNK za BDNF u kori 
(A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije iRNK za BDNF praćen je 
metodom RT-PCR u realnom vremenu u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 
16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Ekspresija iRNK za BDNF je normalizovana u 
odnosu na ekspresiju iRNK za GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost 
relativne zastupljenosti ± SEM u odnosu na kontrolni uzorak (0 sati), koji je arbitrarno 
određen kao 100 %. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju proBDNF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U kori Western blot metodom nisu detektovane značajne promene u ekspresiji 
proBDNF proteina (32 kDa) sve do 4. sata nakon tretmana kada je zapažen statistički 
značajan pad (20-40%) koji se održao do kraja ispitivanog perioda (slika 18A, *p<0,05).  
Za razliku od kore, propofolski tretman nije uticao na ekspresiju proBDNF 
proteina u talamusu (slika 18B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 




Slika 18. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju proBDNF proteina u 
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije proBDNF proteina (32 kDa) 
praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 
24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju zrelog BDNF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan pad u ekspresiji zrelog BDNF proteina (14 kDa) u kori (slika 19A), dok je 
statistički značajan porast detektovan u talamusu (slika 19B) PND14 pacova. Pad u 
ekspresiji zrelog BDNF proteina u kori je detektovan tek u 8. satu nakon propofolskog 
tretmana (~25% u poređenju sa kontrolnom vrednošću). Ovaj trend se zadržao do 24. 
sata, kada je zabeležen najveći pad (~50% u poređenju sa kontrolnom vrednošću) (slika 
19A, *p<0,05). 
U talamusu je ekspresija zrelog BDNF proteina imala suprotan profil u odnosu 
na koru. Dvostruki porast u ekspresiji zrelog BDNF proteina detektovan je već u 1. satu 
nakon tretmana. Znatno veći porasti u ekspresiji zrelog BDNF proteina (~10 puta) su 
detektovani u 4., 16. i 24. satu nakon tretmana (slika 19B, *p<0,05). 
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Statističke analize su su pokazale da je vreme nakon tretmana značajan faktor za 
analizu podataka u kori (jednofaktorska ANOVA: F(6, 28)=6,497, p=0,001) i u 
talamusu (Kruskal-Valis ANOVA: H (6, N=56) = 46,671, p= 0,001). 
 
 
Slika 19. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju zrelog BDNF proteina u 
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije zrelog BDNF proteina (14 
kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 
16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji BDNF iRNK i 
proteina (pro i zrele izoforme) možemo zaključiti da iRNK i proteini nisu u korelaciji 
što može ukazati na brzi promet BDNF-a koji se odnosi na njegovu redistribuciju iz 
kore ka drugim strukturama i iz drugih struktura ka talamusu. Takođe, možemo 
predpostaviti da tretman propofolom brzo reguliše BDNF na posttranslacionom nivou, 
međutim ovaj proces treba dublje istražiti, naročito što u ovom istraživanju nisu 







4.2.4. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju fosforilisanog TrkB proteina u 
kori i talamusu PND14 pacova  
 
 S obzirom na to da smo pokazali da propofolski tretman utiče na zastupljenost 
zrelog BDNF proteina na vremenski- i regionalno-zavisan način, dalje smo hteli da 
ispitamo da li se ove promene odražavaju na zastupljenost njegovog aktiviranog 
(fosforilisanog) receptora, pTrkB. U kori Western blot metodom nisu detektovane 
značajne promene u ekspresiji pTrkB proteina (140 kDa) sve do 8. sata nakon tretmana, 
kada je zapažen statistički značajan pad (20-40%) koji se održao do kraja ispitivanog 
perioda (slika 20A, *p<0,05). 
Za  razliku od kore, propofolski tretman je povećao ekspresiju pTrkB proteina u 
talamusu u periodu 1-4 sata nakon tretmana (50-80%). Međutim, tokom perioda 8-24 
sata, ekspresija pTrkB proteina je bila stabilna i jednaka kontrolnoj vrednosti (slika 20B, 
*p<0,05). 
Statistička analiza (jednofaktorska ANOVA) je pokazala da je vreme nakon 
tretmana značajan faktor za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 
28)=8,321, p=0,001; talamus: F(6, 35)=9,474, p=0,001). 
 
 
Slika 20. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju fosforilisanog TrkB 
proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fosforilisanog 
TrkB proteina (140 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa 
izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen 
je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina 
normalizovana je u odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu 
trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom 
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grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 
0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.5. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju jezgra fosforilisanog TrkB 
proteina u kori PND14 pacova  
 
 Pored ekspresije fosforilisanog TrkB proteina, ispratili smo i ekspresiju jezgra 
pTrkB. Jezgro Trk receptora predstavljaju fosforilisane, ali ne i glikozilovane forme 
koje nisu eksprimirane na površini ćelije i koje imaju nižu molekulsku težinu (80 kDa) u 
odnosu na receptor eksprimiran na površini ćelije (140 kDa). U kori Western blot 
metodom nisu detektovane statistički značajne promene u ekspresiji jezgra pTrkB 
proteina (80 kDa) sve do 8 sati nakon tretmana kada je zapažen statistički značajan 
dvostruki porast. U 16. i 24. satu su detektovani trostruki porasti u ekspresiji jezgra 
pTrkB proteina (slika 21, *p<0,05). Za  razliku od kore, u talamusu nije detektovana 
ova proteinska traka. 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u kori (F(6, 28)=65,082, p=0,001). 
 
Slika 21. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju jezgra fosforilisanog 
TrkB proteina u kori PND14 pacova. Nivo ekspresije jezgra fosforilisanog TrkB 
proteina (80 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore izolovanim 1, 2, 4, 
8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 




4.2.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnog TrkB proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan pad u ekspresiji ukupnog TrkB proteina (140 kDa) u obe ispitivane strukture. 
U kori je detektovan statistički značajan pad (25-40%) u ekspresiji ukupnog TrkB 
proteina u 8. i 16. satu nakon tretmana (slika 22A, *p<0,05), dok je u talamusu 
detektovan pad (~25%) samo u 8. satu nakon tretmana (slika 22B, *p<0.05). 
Statistička analiza (jednofaktorska ANOVA) je pokazala da je vreme nakon 
tretmana značajan faktor za analizu podataka u kori (F(6, 49)=6,524, p=0,001), dok je u 
talamusu post hoc analizom (LSD test) pokazan značajan efekat vremena samo u 8. satu 
nakon tretmana (*p<0,05). 
 
 
Slika 22. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju ukupnog TrkB proteina u kori 
(A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnog TrkB proteina (140 kDa) 
praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 
24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji zrelog BDNF-a i 
pTrkB receptora možemo zaključiti da su promene u ekspresiji zrelog BDNF-a 
delimično praćene istim promenama u aktivnosti TrkB receptora. U skladu sa 
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rezultatima za ukupni TrkB, pTrkB i jezgro pTrkB receptora, možemo predpostaviti da 
u kori dolazi i do deglikozilacije ovog receptora, što nije slučaj sa talamusom. Međutim, 
do danas ne postoje podaci o uticaju opštih anestetika na glikozilaciju Trk receptora. 
 
4.2.7. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupne iRNK za NGF u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Drugi protein iz familije neurotrofina, koji je predment istraživanja ove 
disertacije je NGF. Ekspresija ukupne iRNK za NGF u kori nije promenjena u odnosu 
na kontrolu vrednost osim u 2. satu nakon tretmana, kada je detektovan pad (~25%; 
slika 23A, *p<0,05). U talamusu, propofolski tretman je smanjio ekspresiju ukupne 
iRNK za NGF samo u 2. i 4. satu (~30%), nakon čega su u daljim ispitivanim 
vremenskim tačkama vrednosti bile jednake kontrolnim (slika 23B, *p<0,05). 
 
Slika 23. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju iRNK za NGF u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije iRNK za NGF praćen je metodom RT-
PCR u realnom vremenu u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Ekspresija iRNK za NGF je normalizovana u odnosu na 
ekspresiju iRNK za GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM u odnosu na kontrolni uzorak (0 sati), koji je arbitrarno određen 
kao 100 %. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.8. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju proNGF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U kori Western blot metodom je detektovan porast u ekspresiji proNGF proteina 
(proB 27 kDa) u 4., 16. i 24. satu nakon propofolskog tretmana (slika 24A, *p<0,05). 
62 
 
Ekspresija proNGF proteina u talamusu se nije menjala sve do 24. sata nakon tretmana 
kada je detektovan porast (~30%) u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 24B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=2,748, p=0,032; talamus: 
F(6, 28)=2,229, p=0,047). 
 
 
Slika 24. Propofolski tretman povećava ekspresiju proNGF proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije proNGF proteina (27 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.9. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju zrelog NGF proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan pad u ekspresiji zrelog NGF proteina (14 kDa) u obe ispitivane strukture. U 
kori ekspresija zrelog NGF proteina je bila jednaka kontrolnoj vrednosti u svim 
vremenskim tačkama osim u 24. satu nakon tretmana, kada je detektovan statistički 
značajan pad (~25%) (slika 25A, *p<0,05). U talamusu je detektovan smanjeni nivo 
zrelog NGF proteina (20-30%) u svim ispitivanim vremenskim tačkama, osim u 2. i 24. 
satu nakon tretmana (slika 25B, *p<0,05). 
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Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka samo u talamusu (F(6, 28)=4,23, p=0,004), dok je u kori post hoc 




Slika 25. Propofolski tretman smanjuje ekspresiju zrelog NGF proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije zrelog NGF proteina (14 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji NGF iRNK i 
proteina (pro i zrele izoforme) možemo zaključiti da između profila iRNK i proteina 
dolazi do neslaganja, što bi moglo da ukaže da promene u nivoima ispitivanih  proteina 
u jednom regionu mogu nastati iz neuronskih projekcija ka tom regionu, a ne od 
neurona iz tog ispitivanog regiona. 
 
4.2.10. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju fosforilisanog TrkA proteina u 
kori i talamusu PND14 pacova  
 
S obzirom na to da smo pokazali da propofolski tretman smanjuje zastupljenost 
zrelog NGF proteina na vremenski-zavisan način, dalje smo hteli da ispitamo da li se 
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ove promene odražavaju na zastupljenost njegovog odgovarajućeg fosforilisanog 
receptora (pTrkA, 140 kDa). U kori propofolski tretman je povećao ekspresiju pTrkA 
(40-85% u odnosu na kontrolnu vrednost) u periodu 1-16 sati nakon tretmana (slika 
26A, *p<0,05). 
U talamusu je detektovan blagi porast (~25%) u ekspresiji pTrkA proteina u 1. i 
2. satu nakon tretmana. U perodu 4-24 sata nakon tretmana ekspresija pTrkA proteina je 
bila jednaka kontrolnoj vrednosti, uprkos prolaznom smanjenju koje je detektovano u 
16. satu (slika 26B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 42)=7,939, p=0,001; talamus: 
F(6, 35)=14,956, p=0,001). 
 
Slika 26. Propofolski tretman povećava ekspresiju fosforilisanog TrkA proteina u 
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fosforilisanog TrkA proteina 
(140 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 
4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je 
denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina 
normalizovana je u odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu 
trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom 
grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 
0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.11. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju jezgra fosforilisanog TrkA 
proteina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
 U kori Western blot metodom je detektovan porast u ekspresiji jezgra pTrkA 
proteina (80 kDa) u 4., 8. i 16. satu nakon propofolskog tretmana (slika 27A, *p<0,05).  
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Za  razliku od kore, propofolski tretman je smanjio ekspresiju jezgra pTrkA 
proteina u talamusu. U talamusu, ekspresija jezgra pTrkA proteina se nije menjala do 8 
sati nakon tretmana. Međutim, tokom perioda 8-24 sata, propofolski tretman je smanjio 
zastupljenost pTrkB proteina (25-40%) (slika 27B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 14)=10,277, p=0,001; talamus: 
F(6, 14)=8,418, p=0,001). 
 
 
Slika 27. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju jezgra fosforilisanog 
TrkA proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije jezgra 
fosforilisanog TrkA proteina (80 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore 
i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet 
traka određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a 
optička gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su 
izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku 
gustinu trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom 
grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 
0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
Na osnovu rezultata koji se odnose na promene u ekspresiji zrelog NGF-a i 
pTrkA receptora možemo zaključiti da promene u ekspresiji NGF-a nisu uticale na 
aktivnost TrkA receptora. U skladu sa rezultatima za pTrkA i jezgro pTrkA receptora, 






4.2.12. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju p75 receptora u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
U kori propofolski tretman nije uticao na ekspresiju p75 receptora (75 kDa) do 
16. sata, kada je detektovan porast (40%). Međutim, u 24. satu nakon tretmana 
detektovan je statistički značajan pad u ekspresiji p75 receptora (~20%; slika 28A, 
*p<0,05). 
U talamusu, maksimalni porast u ekspresiji p75 receptora je zabeležen u 4. satu 
nakon tretmana (~40%). Nakon ove vremenske tačke ekspresija p75 receptora počinje 
da opada i u 24. satu nakon tretmana dostiže kontrolnu vrednost (slika 28B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=7,977, p=0,001; talamus: 
F(6, 28)=2,993, p=0,022). 
 
 
Slika 28. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju p75 receptora u kori (A) 
i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije p75 receptora (75 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 





4.2.13. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih Akt 
proteina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
S obzirom da smo pokazali da propofolski tretman utiče na aktivaciju 
neurotrofinskih receptora na vremenski- i regionalno-zavisan način, dalje smo hteli da 
ispitamo da li se ove promene odražavaju na nishodne kinaze, tj. na zastupljenost 
ukupnih i fosforilisanih Akt proteina (55/60 kDa). Propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju ukupnih Akt proteina u kori (slika 29A). Zastupljenost pAkt (Thr308 i 
Ser473) se nije menjala sve do 24. sata nakon tretmana kada je detektovan pad (~25%) 
u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 29A, *p<0,05). Bez obzira na to što je LSD test 
pokazao značajnost, jednofaktorska ANOVA nije detektovala vreme nakon tretmana 
kao značajan faktor za analizu podataka. 
U talamusu propofolski tretmana nije uticao na ekspresiju ukupnih Akt proteina, 
niti na ekspresiju pAkt Ser473 proteina (slika 29B). Za razliku od toga, statistički 
značajan porast u ekspresiji pAkt Thr308 je detektovan u svim vremenskim tačkama 
nakon tretmana. Najveći porast (4-5 puta) je detektovan u talamusu tokom period 16-24 
sati nakon tretmana (slika 29B, *p<0,05). Kruskal-Valis ANOVA je pokazala da je 
vreme nakon tretmana značajan faktor za analizu podataka (H (6, N=21)= 18,944, 
p=0,004). 
 
Slika 29. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih 
Akt proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnih i 
fosforilisanih Akt proteina (55/60 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima 
kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet 
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traka određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a 
optička gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu GAPDH. Rezultati su 
izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku 
gustinu trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom 
grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 
0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.2.14. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih 
ERK1/2 proteina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Druga nishodna kinaza koja ima važnu ulogu u signalnom putu neurotrofina je 
ERK1/2. Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman ne utiče na 
ekspresiju ukupnih ERK1/2 proteina (42/44 kDa) u kori (slika 30A). Za razliku od toga, 
povećana ekspresija (2-2,5 puta) aktivnih, tj. fosforilisanih  kinaza (pERK1/2) je 
detektovana u istoj strukturi tokom perioda 8-24 časa nakon tretmana (slika 30A, 
*p<0,05) (Kruskal-Valis ANOVA: H (6, N=35)= 26,149, p=0,002). 
Kao i u kori, u talamusu propofolski tretman nije uticao na ekspresiju ukupnih 
ERK1/2 proteina (slika 30B). Sa druge strane, u istoj strukturi je detektovan drastičan 
pad u ekspresiji pERK1/2 proteina (40-60%) u 2. i 4. satu nakon tretmana (slika 30B, 
*p<0,05) (jednofaktorska ANOVA: F(6, 21)=5,732, p=0,001). 
 
Slika 30. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju ukupnih i fosforilisanih 
ERK1/2 proteina u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije ukupnih i 
fosforilisanih ERK1/2 proteina (42/44 kDa) praćen je Western blot metodom u 
uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. 
Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog 
paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu GAPDH. 
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Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u 
odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena 
kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka 
značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.3. Uticaj propofolskog tretmana na markere inflamacije i apoptoze u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
4.3.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju iRNK za TNF-α u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U drugom delu ove disertacije bavili smo se ispitivanjem potencijala propofola 
da izazove apoptotsku neurodegeneraciju u mozgu PND14 pacova. U tom smislu smo, 
između ostalog, ispitivali promene u ekspresiji jednog od markera inflamacije, TNF-α. 
Ispitivane su promene na nivou iRNK. U kori metodom RT-PCR-a detektovan je 
dvostruki porast u ekspresiji iRNK za TNF-α  u 2. satu, kao i šestostruki porast u 4. satu 
nakon tretmana (slika 31A, *p<0,05). U ostalim ispitivanim vremenskim tačkama u 
kori, ekspresija iRNK za TNF-α  je bila jednaka kontrolnoj vrednosti. 
U talamusu je ekspresija iRNK za TNF-α imala gotovo identičan profil kao u 
kori, sa tom razlikom da je statistički značajan šestostruki porast u ekspresiji iRNK za 
TNF-α  detektovan samo u 4. satu nakon tretmana (slika 31B, *p<0,05). 
 
Slika 31. Propofolski tretman povećava ekspresiju iRNK za TNF-α u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije iRNK za TNF-α praćen je RT-PCR 
metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, a optička gustina 
normalizovana je u odnosu na optičku gustinu GAPDH. Rezultati su izraženi kao 
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srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM u odnosu na optičku gustinu trake 
kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je 
pridružen reprezentativni gel. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na 
kontrolu. 
 
4.3.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju iRNK za TNFR1 u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
S obzirom na to da smo pokazali da propofolski tretman povećava zastupljenost 
iRNK za TNF-α, dalje smo hteli da ispitamo da li su ove promene povezane sa 
promenama u zastupljenosti iRNK za TNFR1 receptor. U kori RT-PCR metodom je 
detektovan porast u ekspresiji iRNK za TNFR1 u periodu 2-8 sati nakon tretmana (40-
150%) (slika 32A, *p<0,05). 
U talamusu propofolski tretman nije uticao na ekspresiju iRNK za TNFR1, osim 
u 4. satu, kada je detektovan prolazni dvostruki porast, i u 24. satu kada je detektovan 
pad u iRNK za TNFR1 (~30%) (slika 32B, *p<0,05). 
 
 
Slika 32. Propofolski tretman povećava ekspresiju iRNK za TNFR1 u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije iRNK za TNFR1 praćen je RT-PCR 
metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, a optička gustina 
normalizovana je u odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao 
srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM u odnosu na optičku gustinu trake 
kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je 





4.3.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju aktivnog fragmenta kaspaze-3 u 
kori i talamusu PND14 pacova  
  
U cilju procene potencijalnih neurotoksičnih posledica primene propofola u 
našem eksperimentalnom modelu u daljem radu smo pratili promene u ekspresiji 
aktivnog fragmenta kaspaze-3, koja se često koristi kao apoptotski marker. U kori 
Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman ne utiče na ekspresiju 
aktivnog fragmenta kaspaze-3 (17/19 kDa) osim u 16. satu nakon tretmana, kada je 
detektovan porast (~80%) (slika 33A, *p<0,05). 
U talamusu, propofolski tretman je povećao ekspresiju aktivnog fragmenta 
kaspaze-3 samo u 8. i 16. satu (~50%). U ostalim ispitivanim vremenskim tačkama nivo 
aktivnog fragmenta kaspaze-3 je bio jednak kontrolnoj vrednosti (slika 33B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u kori (F(6, 21)=4,217, p=0,006), što se ne može reći za talamus 
mada je post hoc analiza (LSD test) podataka dobijenih za ovu strukturu pokazala 
značajan efekat vremena u 8. i 16. satu nakon tretmana (*p<0,05). 
 
Slika 33. Propofolski tretman različito povećava ekspresiju aktivnog fragmenta 
kaspaze-3 u kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije aktivnog 
fragmenta kaspaze-3 (17/19 kDa) praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i 
talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka 
određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička 
gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi 
kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu 
trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom 
grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 




4.3.4. Detekcija neurodegeneracije Fluoro-žad B i Hoechst bojama u kori i 
talamusu PND14 pacova nakon propofolskog tretmana 
 
S obzirom na to da je Western blot metodom detektovan porast u zastupljenosti 
aktivnog fragmenta kaspaze-3 u obe ispitivane strukture u 16. satu nakon propofolskog 
tretmana u dozi od 25 mg/kg, dalje smo hteli da istražimo da li u ovoj vremenskoj tački 
mogu da se detektuju i neurodegenerativne promene na histološkom nivou. Međutim, 
Fluoro-žad B pozitivne ćelije nisu otkrivene na presecima mozgova ni u kori, ni u 
talamusu kontrolnih (slika 34, prvi i treći red) ili tretiranih (slika 34, drugi i četvrti red) 
životinja. Isti rezultat je dobijen i na presecima mozgova životinja koje su dekapitovane 
u 8. i 24. satu nakon injeciranja propofola (rezultati nisu prikazani). 
 
4.3.5. Detekcija neurodegeneracije Fluoro-žad B i Hoechst bojama u kori i  
talamusu PND14 pacova nakon različitih doza propofola 
  
U cilju određivanja doze propofola koja kod PND14 pacova indukuje 
neurodegeneraciju, uradili smo nezavisan Fluoro-žad B eksperiment na pacovima 
podeljenim u 5 grupa: kontrolna i tretirana propofolom u dozama 25, 50, 75 ili 100 
mg/kg. Životinje su žrtvovane 16 sati nakon tretmana.  
Degenerišući neuroni nisu detektovani ni u kori (slika 35), ni u talamusu (slika 
36) ispitivanih grupa, osim grupe tretirane propofolom u dozi 100 mg/kg gde je 






Slika 34. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u kori i talamusu 
PND14 pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja 
kolona) i preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U 
redovima su prikazani kora i talamus kontrolnih (prvi i treći red) i tretiranih (16 h) 
(drugi i četvrti red) životinja. Kao pozitivna kontrola su korišćeni PND7 pacovi tretirani 
dva puta sa (+) MK-801 (0,5 mg/kg, i.p.) u razmaku od 8 sati. Fluoro-žad B pozitivne 









Slika 35. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u kori PND14 
pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja kolona) i 
preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U redovima je 
prikazana kora kontrolnih (prvi red) i tretiranih (16 h) (drugi, treći, četvrti i peti red) 
životinja koje su primile propofol u dozi 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Fluoro-žad B pozitivne 





Slika 36. Propofolski tretman nije indukovao neurodegeneraciju u talamusu 
PND14 pacova. Fluoro-žad B bojenje (leva kolona), Hoechst 33258 bojenje (srednja 
kolona) i preklopljene slike (desna kolona) preseka reprezentativnih mozgova. U 
redovima je prikazana kora kontrolnih (prvi red) i tretiranih (16 h) (drugi, treći, četvrti i 
peti red) životinja koje su primile propofol u dozi 25, 50, 75 i 100 mg/kg. Fluoro-žad B 








4.3.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju XIAP proteina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
S obzirom da je u obe ispitivane strukture detektovan porast aktivnog fragmenta 
kaspaze-3 i da na histološkom nivou nisu detektovane neurodegenerativne ćelije, dalje 
smo hteli da istražimo da li je ovakva slika povezana sa promenana u ekspresiji XIAP 
proteina, koji se vezuje za aktivnu kaspazu-3 i inhibira njene egzekutorske funkcije. U 
kori ekspresija XIAP proteina (55 kDa) je jednaka kontrolnoj vrednosti osim u 2. satu 
nakon tretmana kada je detektovan prolazni dvostruki porast. Međutim, u 24. satu nakon 
tretmana detektovan je statistički značajan pad u ekspresiji XIAP proteina (~40% u 
odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 37A, *p<0,05). U talamusu je propofolski tretman 
indukovao porast u ekspresiji XIAP proteina u periodu 2-8 sati (~75%). U ostalim 
ispitivanim vremenskim tačkama ekspresija XIAP proteina bila je jednaka kontrolnoj 
vrednosti (slika 37B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=14,457, p=0,001; talamus: 
F(6, 21)=7,001, p=0,001). 
 
Slika 37. Propofolski tretman povećava ekspresiju XIAP proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije XIAP proteina (55 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
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4.3.7. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju NFκB p65 proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U kori Western blot metodom su detektovani prolazni padovi u ekspresiji NFκB 
p65 proteina (65 kDa) u 2. i 8. satu (~40% u odnosu na kontrolnu vrednost), dok je 
jedini porast detektovan u 16. satu nakon tretmana (~35%) (slika 38A, *p<0,05). 
Za  razliku od kore, propofolski tretman je povećao ekspresiju NFκB p65 
proteina u talamusu u svim ispitivanim vremenskim tačkama (2-3 puta u odnosu na 
kontrolnu vrednost) (slika 38B, *p<0,05). 
Statistička analiza (jednofaktorska ANOVA) je pokazala da je vreme nakon 
tretmana značajan faktor za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 
35)=11,528, p=0,001; talamus: F(6, 21)=8,373, p=0,001). 
 
 
Slika 38. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju NFκB p65 proteina u 
kori (A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije NFκB p65 proteina (65 kDa) 
praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 
24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 






4.4. Uticaj propofolskog tretmana na markere plastičnosti neuronalnih ćelija u 
kori i talamusu PND14 pacova  
 
4.4.1. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju MAP-2 proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Treća celina ove disertacije se odnosi na ispitivanje uticaja propofolskog 
tretmana na ekspresiju markera plastičnosti nervnih ćelija. Nakon propofolskog 
tretmana Western blot metodom detektovan je statistički značajan pad u ekspresiji 
MAP-2 proteina (230 kDa) u kori (slika 39A), dok je statistički značajan porast 
detektovan u talamusu (slika 39B) PND14 pacova. Pad u ekspresiji MAP-2 proteina u 
kori je detektovan već u 1. satu nakon propofolskog tretmana (~35% u poređenju sa 
kontrolnom vrednošću). U 2. satu je detektovan prolazni porast u odnosu na prethodnu 
vremensku tačku, u kojoj je ekspresija MAP-2 proteina bila jednaka kontrolnoj 
vrednosti. Nakon toga je ekspresija MAP-2 proteina opadala sve do 24. sata, kada je 
zabeležen najveći pad (~90% u poređenju sa kontrolnom vrednošću) (slika 39A, 
*p<0,05). 
U talamusu ekspresija MAP-2 proteina je imala suprotan profil u odnosu na 
koru. Porast u ekspresiji MAP-2 proteina detektovan je već u 1. satu nakon tretmana 
(~60% u poređenju sa kontrolnom vrednošću). Znatno veći porasti u ekspresiji MAP-2 
proteina (2,5-3,5 puta) su detektovani u periodu 2.-16. sati nakon tretmana. Nakon tog 
perioda, u 24. satu je ekspresija MAP-2 proteina bila jednaka kontrolnoj vrednosti (slika 
39B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 





Slika 39. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju MAP-2 proteina u kori 
(A) i talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije MAP-2 proteina (230 kDa) praćen 
je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.4.2. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju drebrina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
U kori Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju drebrina (120 kDa) osim u 2. i 8., kada je detektovan porast (~50-70% u 
odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 40A, *p<0,05). 
U talamusu, ekspresija drebrina ima sličan profil kao u kori. Porast u ekspresiji 
drebrina je detektovan u 2. satu (~45%), dok je maksimalni porast zabeležen u 8. satu 
nakon tretmana (više od 2 puta). U ostalim ispitivanim vremenskim tačkama ekspresija 
drebrina je jednaka kontroli (slika 40B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 49)=5,589, p=0,001; talamus: 




Slika 40. Propofolski tretman povećava ekspresiju drebrina u kori (A) i talamusu 
(B) PND14 pacova. Nivo ekspresije drebrina (120 kDa) praćen je Western blot 
metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon tretmana 
propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom ImageQuant 5.0 
softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na optičku gustinu 
GAPDH. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne zastupljenosti ± SEM (n 
=5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 sati), koja je arbitrarno 
određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen reprezentativni imunoblot. Oznaka 
značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.4.3. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju GAP-43 proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan pad u ekspresiji GAP-43 proteina (43 kDa) u kori (slika 41A), dok je statistički 
značajan porast detektovan u talamusu (slika 41B) PND14 pacova. U kori Western blot 
metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na ekspresiju GAP-43 proteina 
do 4. sata. Nakon toga ekspresija GAP-43 proteina je opadala sve do 24. sata, kada je 
zabeležen najveći pad (~35% u poređenju sa kontrolnom vrednošću) (slika 41A, 
*p<0,05). 
Za  razliku od kore, propofolski tretman je povećao ekspresiju GAP-43 proteina 
u talamusu samo u periodu 4-16 sati (~25% u poređenju sa kontrolnom vrednošću) 
(slika 41B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 35)=8,056, p=0,001; talamus: 




Slika 41. Propofolski tretman povećava ekspresiju GAP-43 proteina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije GAP-43 proteina (43 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
Pored GAP-43 proteina, ispratili smo i uticaj propofolskog tretmana na 
zastupljenost fragmenata GAP-43 proteina. U kori Western blot metodom nisu 
detektovane statistički značajne promene u ekspresiji GAP-43 fragmenata (~40 kDa) 
sve do 8 sati nakon tretmana, kada je zapažen statistički značajan četvorostruki porast. 
U 16. i 24. satu su detektovani trostruki porasti u ekspresiji GAP-43 fragmenata (slika 
42A, *p<0,05). 
U talamusu, ekspresija GAP-43 fragmenata ima gotovo identičan profil kao u 
kori, sa tim da je stepen promene u talamusu intenzivniji. Do 8. sata nakon tretmana 
nisu detektovane promene u ekspresiji GAP-43 fragmenata, a u periodu 8-24 sata 
ekspresija GAP-43 fragmenata je porasla 3-5 puta u odnosu na kontrolnu vrednost (slika 
42B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 28)=8,814, p=0,001; talamus: 





Slika 42. Propofolski tretman povećava ekspresiju GAP-43 fragmenata u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije fragmenata GAP-43 proteina (~40 kDa) 
praćen je Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 
24 sata nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, 
primenom ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u 
odnosu na optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.4.4. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju sinaptofizina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
  
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan porast u ekspresiji sinaptofizina (38 kDa) u kori (slika 43A), dok je statistički 
značajan pad detektovan u talamusu (slika 43B) PND14 pacova. U kori je pokazano da 
propofolski tretman nije uticao na ekspresiju sinaptofizina do 2. sata, nakon čega je 
detektovan porast u periodu 2-4 sata nakon tretmana (~35%). U 8. satu je zabeleženo 
prolazno vraćanje ekspresije sinaptofizina na kontrolnu vrednost, a u periodu 16-24 sata 
nakon tremana detektovan je dvostruki porast (slika 43A, *p<0,05).  
Za  razliku od kore, propofolski tretman je smanjio ekspresiju sinaptofizina u 
talamusu u periodu 2-24 sata nakon tretmana (20-40% u poređenju sa kontrolnom 
vrednošću) (slika 43B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 49)=24,378, p=0,001; talamus: 




Slika 43. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju sinaptofizina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije sinaptofizina (38 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.4.5. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju sinukleina-1 u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
U kori Western blot metodom je pokazano da propofolski tretman nije uticao na 
ekspresiju sinukleina-1 (19 kDa) osim u 16. satu, kada je detektovan prolazni porast 
(~50% u odnosu na kontrolnu vrednost) (slika 44A, *p<0,05). 
U talamusu je porast u ekspresiji sinukleina-1 detektovan već od 2. sata (~60%) i 
ovaj trend se održao do kraja ispitivanog vremenskog intervala. Maksimalni porast je 
zabeležen u 16. satu nakon tretmana (2,5 puta) (slika 44B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 35)=5,296, p=0,001; talamus: 





Slika 44. Propofolski tretman povećava ekspresiju sinukleina-1 u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije sinukleina-1 (19 kDa) praćen je Western 
blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata nakon 
tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 
reprezentativni imunoblot. Oznaka značajnosti na slici: * p < 0,05 u odnosu na kontrolu. 
 
4.4.6. Uticaj propofolskog tretmana na ekspresiju N-kadherina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
Nakon propofolskog tretmana Western blot metodom detektovan je statistički 
značajan pad u ekspresiji N-kadherina (135 kDa) u kori (slika 45A), dok je statistički 
značajan porast detektovan u talamusu (slika 45B) PND14 pacova. U kori propofolski 
tretman je indukovao prolazni pad u ekspresiji N-kadherina u 1. i 2. satu (~25% u 
odnosu na kontrolnu vrednost). Nakon toga, u periodu 4-24 sata nakon tretmana 
ekspresija N-kadherina je bila jednaka kontrolnom nivou (slika 45A, *p<0,05). 
U talamusu je zabeležen porast u ekspresiji N-kadherina u svim ispitivanim 
vremenskim tačkama osim u 1. satu nakon tretmana (75-125% u odnosu na kontrolnu 
vrednost) (slika 45B, *p<0,05). 
Jednofaktorska ANOVA je pokazala da je vreme nakon tretmana značajan faktor 
za analizu podataka u obe ispitivane strukture (kora: F(6, 42)=6,379, p=0,001; talamus: 





Slika 45. Propofolski tretman različito utiče na ekspresiju N-kadherina u kori (A) i 
talamusu (B) PND14 pacova. Nivo ekspresije N-kadherina (135 kDa) praćen je 
Western blot metodom u uzorcima kore i talamusa izolovanim 1, 2, 4, 8, 16 i 24 sata 
nakon tretmana propofolom. Intenzitet traka određen je denzitometrijski, primenom 
ImageQuant 5.0 softverskog paketa, a optička gustina normalizovana je u odnosu na 
optičku gustinu β-aktina. Rezultati su izraženi kao srednja vrednost relativne 
zastupljenosti ± SEM (n =5) u odnosu na optičku gustinu trake kontrolnog uzorka (0 
sati), koja je arbitrarno određena kao 100 %. Svakom grafikonu je pridružen 






















5.1. Dozno- i starosno-zavisni efekti propofola 
 
Izbor adekvatne doze propofola je bio jedan od ključnih događaja ne samo za 
izradu ove teze već i za projekat u okviru koga je teza urađena. Naime, kada smo 
započinjali sa realizacijom eksperimenata (2007) nije bilo podataka o dozno- ili 
starosno-zavisnim efektima propofola, te smo o izboru doze morali da odlučimo na 
osnovu sopstvenih zapažanja. Izabrana je doza propofola 25 mg/kg, jer je bez bojazni od 
cijanoze i zastoja u disanju mogla da se primeni kako kod PND7 tako i kod PND14 
pacova, što je bilo od značaja za potrebe projekta. Pri izboru doze nismo koristili analize 
krvi za precizno utvrđivanje hipoksije, jer kod malih životinja to predstavlja invazivnu 
proceduru s obzirom na veliki broj uzoraka (3-5) koje bi trebalo imati za period u kome 
je životinja u stanju anestezije (oko 20 min). Međutim, istraživanja u kojima je 
korišćena čak i nešto veća doza propofola (30 mg/kg) kod mlađih eksperimentalih 
životinja (PND6) nisu pokazala bilo kakve razlike u parametrima dobijenim iz krvi 
kontrolnih i tretiranih životinja, čak i kada je propofol primenjivan kumulativno (30 
mg/kg svakih 90 min do kumulativne doze od 90 mg/kg; Bercker i saradnici, 2009). 
Takođe treba istaći da ima studija u kojima su mlade jedinke miševa tretirane veoma 
visokom dozom propofola (više od 100 mg/kg; Cattano i saradnici, 2008). Rezultati 
dobijeni u našoj studiji su ukazali da je sa starošću eksperimentalne životinje potrebno 
povećavati dozu propofola u cilju indukcije anestezije, što je u saglasnosti sa podacima 
iz literature koji govore da je anestetska doza propofola kod adultnih pacova 100 mg/kg.   
 
5.2. Uticaj propofolskog tretmana na signalni put neurotrofina u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
5.2.1. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
BDNF iRNK i proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
 
BDNF je široko rasprostranjeni neurotrofin u CNS-u sisara (Huang i Reichardt, 
2001). Kako u adultnom mozgu tako i u mozgu tokom razvića ima brojne uloge kao što 
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su rast, preživljavanje, diferencijacija i sinaptička plastičnost postmitotskih neurona. U 
ovom istraživanju je pokazano da jednokratni tretman PND14 pacova anestetskom 
dozom (25 mg/kg) propofola značajno utiče na ekspresiju BDNF-a kako na nivou 
iRNK, tako i na nivou proteina. Ove promene su se pokazale kao region-specifične i 
dinamički su modulisane tokom prva 24 sata nakon jednokratnog propofolskog 
tretmana. Naime, naši eksperimenti su pokazali da je nakon tretmana ekspresija iRNK 
za BDNF povećana u kori, a smanjena u talamusu PND14 pacova. Poznato je da brojni 
stimulusi utiču na ekspresiju BDNF gena kako u fiziološkim, tako i u patološkim 
uslovima (Lindholm i saradnici, 1994). Na primer, svetlosna stimulacija povećava 
ekspresiju iRNK za BDNF u vizuelnoj kori (Castren i saradnici, 1992), osmotska 
stimulacija povećava ekspresiju iRNK za BDNF u hipotalamusu (Castren i saradnici, 
1995; Dias i saradnici, 2003), dok stimulacija brkova kod pacova povećava ekspresiju 
iRNK za BDNF u somatosenzornoj kori (Rocamora i saradnici, 1996). S obzirom da je 
transkripcija BDNF gena zavisna od aktivnosti neurona (Zafra i saradnici, 1991; Aid i 
saradnici, 2007) naši rezultati indirektno ukazuju da tretman propofolom na region-
specifičan način utiče na aktivnost neurona u periodu nakon tretmana. Međutim, za 
ovakvu tvrdnju su potrebna dodatna istraživanja u kojima bi se ispitale promene u 
ekspresiji drugih dobro poznatih gena čija transkripcija takođe zavisi od aktivnosti 
neurona, među kojima je na prvom mestu c-Fos. 
U našoj studiji propofolski tretman je doveo do značajnog pada u ekspresiji 
proBDNF proteina, dok u talamusu nisu detektovane bilo kakve promene. Poznato je da 
nivoi BDNF transkripata mogu da budu u negativnoj korelaciji sa proBDNF proteinom. 
U studiji Macias i saradnici (2007), ćelije motornih jedara ventralnih rogova kičmene 
moždine su imale intenzivan BDNF iRNK signal, dok proBDNF nije detektovan. Ova 
grupa je postavila hipotezu po kojoj je proBDNF u ovim ćelijama sintetisan pretežno na 
nervnim završecima i brzo preveden u zrelu formu ili je sintetisan u somi i brzo 
transportovan do nervnog završetka. Negativna korelacija BDNF transkripata i proteina 
je pokazana i u mnogim drugim studijama (Jacobsen i Mork, 2004; Musazzi i saradnici, 
2009). Jedan od potencijalnih problema u radu je upotreba nespecifičnih primarnih 
antitela. U ovoj studiji je korišćeno proBDNF antitelo (AB5613P, Chemicon 
International Inc.) koje je iz drugih studija isključeno zbog nereproducibilnih rezultata 
(Macias i saradnici, 2007). U cilju detektovanja proBDNF proteina, membrane su 
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tretirane sa antitelom koje prepoznaje i zreli BDNF (N-20, Santa Cruz). Interesantno, 
upotrebom ovog antitela detektovano je nekoliko jakih imunoreaktivnih traka, ali ne i 
traka od 32 kDa. Karakterizacija ovih traka je veoma dobro opisana u studiji Macias i 
saradnika (2007). 
Suprotan trend u odnosu na iRNK je detektovan i u ekspresiji zrelog BDNF 
proteina. Snažan porast u ekspresiji zrelog BDNF proteina u talamusu PND14 pacova 
koji je indukovan propofolskim tretmanom je u suprotnosti sa rezultatom kod PND7 
pacova, kod kojih je isti propofolski tretman doveo do pada u ekspresiji zrelog BDNF 
proteina (Pešić i saradnici, rad u pripremi) ili upotrebom anestetskog koktela koji sadrži 
midazolam, izofluran i azot oksid (Lu i saradnici, 2006). Porast u ekspresiji BDNF 
proteina kod PND14, ali ne i PND7 pacova može se objasniti retrogradnim transportom 
zrelog BDNF-a (Curtis i saradnici, 1995). Poznato je da se BDNF može transportovati i 
anterogradno u CNS-u i na taj način deluje i kao neurotrofinski faktor koji je indukovan 
aktivnošću i kao autokrini/parakrini modulator (Altar i DiStefano, 1998). Pokazano je 
da inhibicija aksonalnog transporta poništava ekspresiju BDNF proteina lokalizovanog 
u nervnim završetcima (Conner i saradnici, 1997; Altar i saradnici, 1997; Altar i 
DiStefano, 1998). Postoje brojni podaci vezani za regulisani unutarćelijski transport 
BDNF i Trk receptora; pokazano je da intaktni neurotrofin-Trk kompleks može 
retrogradno da se transportuje do ćelijskih tela (Miller i Kaplan, 2001; Ginty i Segal, 
2002). Za razliku od talamusa, nivoi zrelog BDNF proteina u kori su se smanjili u 
odnosu na kontrolnu vrednost tokom ispitivanog vremenskog perioda. Ovaj rezultat je u 
saglasnosti sa drugim glodarskim studijama u kojima je propofol doveo do smanjenja 
BDNF-a u parijetalnoj kori (Ponten i saradnici, 2011).  
Zanimljivo je da je BDNF protein otkriven i u nekim neuronima u kojima nije 
detektovana iRNK za BDNF i koji nisu sposobni da sintetišu neurotrofine (Conner i 
saradnici, 1997). Ovo ukazuje da vanćelijski BDNF može biti preuzet od strane pre- ili 
post-sinaptičkih neurona, kao što je pokazano u kulturi kortikalnih neurona 
transfektovanih sa GFP-obeleženim BDNF-om (Kohara i saradnici, 2001). I u in vivo 
studijama je pokazan trans-neuronalni transport BDNF-a nakon injekcije BDNF-a u oko 
embriona pileta (von Bartheld i saradnici, 1996; Butowt i von Bartheld, 2001) ili u 
adultnim pacovima (Caleo i saradnici, 2000; Caleo i saradnici, 2003; Butowt i von 
Bartheld, 2005). Pored transporta ka distalnim sinapsama, BDNF može i lokalno da se 
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reciklira. U hipokampusu, kompleks BDNF-TrkB se internalizuje Pincher (engl. 
pinocytic chaperone)- posredovanom makroendocitozom u aksonima i dendritima i brzo 
ulazi u lokalne puteve reciklaže koji su nezavisni od ER i Goldži kompleksa (Valdez i 
saradnici, 2005). Internalizovani BDNF može se osloboditi stimulacijom neurona, čime 
se omogućava recikliranje neurotrofina, a pokazano je da taj reciklirani BDNF doprinosi 
održavanju LTP-a (Santi i saradnici, 2006). 
Poznato je da je sekrecija BDNF-a zavisna od oslobađanja Ca2+ iz 
unutarćelijskih depoa (Tao i saradnici, 1998; Hartmann i saradnici, 2001; Blum i 
Konnerth, 2005). Prekomerna ekspresija BDNF proteina (10-20 puta) je pokazana u 
hipokampalim neuronima i pokazano je da je ovo oslobađanje nezavisno od 
vanćelijskog Ca2+, ali da zavisi od oslobađanja Ca2+ iz unutarćelijskih depoa (Gartner i 
Staiger, 2002). S obzirom da propofol utiče na homeostazu Ca2+ (Jensen i saradnici, 
1994), moguće je da su nastale razlike u ekspresiji zrelog BDNF-a u dve ispitivane 
strukture posledica različite osetljivosti na propofolom-indukovan Ca2+ fluks. Sa druge 
strane oslobađanje Ca2+ iz unutarćelijskih depoa putem IP3 sinteze i/ili indirektna 
modulacija ulaska Ca2+ u ćeliju i putem voltažno-zavisnih Ca2+ kanala ili NMDA 
receptora, može direktno biti povećano signalnom kaskadom koju indukuju BDNF i 
TrkB receptor (Segal i Greenberg, 1996). Pomenute studije ukazuju na jednostavan 
model povratne sprege (Lo, 1995) koji se može primeniti i na našem modelu. 
Sveukupno, ovi rezultati ukazuju na brzi promet BDNF-a koji se odnosi na 
njegovu redistribuciju iz kore ka drugim strukturama i iz drugih struktura ka talamusu. 
Možemo predpostaviti da tretman propofolom brzo reguliše BDNF na 
posttranslacionom nivou, međutim ovaj proces treba dublje istražiti, naročito što u 
ovom istraživanju nisu ispraćeni enzimi koji obrađuju pro forme neurotrofina do zrelih.  
 
5.2.2. Propofolski tretman utiče na ekspresiju ukupnog i fosforilisanog TrkB 
receptora u kori i talamusu PND14 pacova 
 
Propofolom-indukovani pad u ekspresiji zrelog BDNF proteina u kori 
(detektovan u periodu 8-24 sata nakon tretmana) je praćen padom u ekspresiji 
fosforilisanog TrkB receptora. Mada u ovom radu nije detaljno praćeno da li su 
promene u količini BDNF-a unutarćelijske ili vanćelijske ovakvi rezultati ukazuju da su 
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promene u ekspresiji BDNF-a indukovane propofolskim tretmanom najverovatnije 
vanćelijske, usled čega je i detektovana odgovarajuća modulacija aktivnosti 
(fosforilacije) TrkB receptora. Sa druge strane, detektovani porast u ekspresiji zrelog 
BDNF-a u svim ispitivanim vremenskim tačkama u talamusu je praćen porastom u 
ekspresiji pTrkB receptora samo u periodu 1-4 sata nakon tretmana. Ovakvi rezultati 
ukazuju da povećana ekspresija BDNF liganda nije merilo aktivnosti TrkB receptora, jer 
nakon određenog vremenskog perioda dolazi do izražaja fenomen desenzitizacije. 
Ovakav odgovor sistema je verovatno deo protektivnog mehanizma koji štiti isti od 
potencijalnih posledica preterane aktivnosti Trk receptora. U in vitro eksperimentima je 
pokazano da se pTrk receptor akumulira u ćelijskim telima i proksimalnim aksonima 
simpatičkih i senzornih neurona nakon izlaganja neurotrofinima (Riccio i saradnici, 
1997; Tsui-Pierchala i Ginty, 1999; Watson i saradnici, 1999).  
Pored fosforilisanog TrkB receptora, ispraćena je i ekspresija ukupnog TrkB 
receptora. Pad u ekspresiji ukupnog TrkB receptora u kori je detektovan u periodu 8-16 
sati nakon tretmana, dok je u talamusu smanjena ekspresija detektovana samo u 8 satu 
nakon tretmana. U skladu sa dobijenim podacima vezanim za ekspresiju zrelog BDNF 
proteina i TrkB receptora (ukupnog i fosforilisanog), može se postaviti hipoteza da blagi 
porast u nivou BDNF-a uglavnom pokreće brze promene u količini TrkB receptora, dok 
veliki porast BDNF nivoa uglavnom utiče na aktivnost TrkB receptora, a ne njihovu 
količinu. Pored toga, smatramo da rezultati dobijeni za talamus jasno ukazuju na to kako 
se sistem brani od prevelike količine liganda i dugotrajne receptorske aktivnosti. Ovo je 
očekivano s obzirom na važne uloge koje BDNF ima tokom ranog postnatalnog razvića. 
Pored ukupnog i fosforilisanog TrkB receptora, ispratili smo i ekspresiju jezgra 
pTrkB receptora. Jezgro Trk receptora predstavljaju fosforilisane, ali ne i glikozilovane 
forme koje nisu eksprimirane na površini ćelije i koje imaju nižu molekulsku težinu (80 
kDa) u odnosu na receptor eksprimiran na površini ćelije (140 kDa) (Watson i saradnici, 
1998). Treba naglasiti da je ovaj protein detektovan samo u kori PND14 pacova. U 
skladu sa rezultatima za ukupni i pTrkB, možemo predpostaviti da u kori dolazi i do 
deglikozilacije ovog receptora, što nije slučaj sa talamusom. Međutim, do danas ne 
postoje podaci o uticaju opštih anestetika na glikozilaciju Trk receptora. 
Primarni transkripti za TrkB i TrkC podležu alternativnom iskrajanju u kome se 
tirozin kinazni domen zamenjuje kratkim unutarćelijkim domenom, tako da pored celog 
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(full lenght) TrkB receptora, u centralnom nervnom sistemu je zastupljena i skraćena 
forma ovog receptora (truncated) (Barbacid, 1994). Ovi skraćeni TrkB receptori, trkB-
T1 i trkB-T2, poseduju receptorski domen TrkBFL ali nemaju unutarćelijski kinazni 
domen. Skraćene TrkB i TrkC izoforme mogu da deluju kao endogeni inhibitori 
signalizacije koju pokreću Trk receptori sa tirozin kinaznim domenima (Eide i saradnici, 
1996). Međutim, skraćene izoforme mogu da direktno posreduju u neurotrofinskoj 
signalizaciji. BDNF koji se vezuje za skraćenu TrkB-T1 izoformu i u kompleksu sa p75 
receptorom reguliše formiranje dendritskih filopodija u hipokampalnim neuronima 
(Hartmann i saradnici, 2004). Rose i saradnici (2003) su pokazali da skraćeni TrkB 
receptori mogu da indukuju unutarćelijsku signalizaciju i da posreduju u brzim 
neurotrofin-indukovanim Ca2+ talasima u glijalnim ćelijama. Ovi Ca2+ signali 
indukovani BDNF-om odražavaju PLC/IP3-zavisno oslobađanje Ca2+ iz unutarćelijskih 
rezervoara, što je praćeno dodatnim influksom Ca2+ otvaranjem Ca2+ kanala (Rose i 
saradnici, 2003). S obzirom da su skraćeni TrkB receptori bez vezujućeg mesta za PLC-
γ i da je aktivacija BDNF-indukovane Ca2+ signalizacije zavisna od G proteina (Rose i 
saradnici, 2003), smatra se da u glijalnim ćelijama u Ca2+ signalizaciji učestvuje ne 
PLC-γ, već jedna njegova izoforma. S obzirom na predominantnu ekspresiju TrkB-T1, 
ali ne i TrkB-T2, u gljalnim ćelijama, smatra se da je ova skraćena verzija TrkB 
receptora odgovorna za ove akutne neurotrofinske efekte. Poznato je da Ca2+ 
signalizacija u glijalnim ćelijama moduliše neuronalnu aktivnost (Bezzi i Volterra, 
2001), u vezi sa tim BDNF može imati ulogu medijatora između neurona i glije 
(Reichardt, 2003). 
 
5.2.3. Propofolski tretman utiče na ekspresiju NGF iRNK i proteina u kori i 
talamusu PND14 pacova 
 
Pored BDNF-a, drugi ispitivani neurotrofin u ovoj studiji je NGF. Kao i BDNF, 
NGF se eksprimira u formi prepropeptida, koji se obrađuje do zrele forme. U ovom 
istraživanju, propofolski tretman je doveo do prolaznog pada u ekspresiji NGF iRNK u 
obe ispitivane strukture. Za razliku od toga, blagi porasti u ekspresiji proNGF proteina, 
kao i prolazni padovi u ekspresiji zrelog NGF-a su detektovani u obe ispitivane 
strukture. Neslaganje između profila iRNK i proteina se može objasniti na više načina: 
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usled različite osetljivosti korišćenih tehnika, vremenskog neslaganja između genske 
ekspresije i akumulacije proteina, kao i usled različitih post-translacionih modifikacija 
(Tria i saradnici, 1994; Sano i saradnici, 1996; Pandey i Mann, 2000). Neslaganje 
između nivoa iRNK i proteina ukazuje da je količina ispitivanih proteina određena post-
transkripcionom regulacijom, a ne samo ekspresijom iRNK. Kada se iRNK i proteinski 
nivoi mere u istoj strukturi mozga neslaganje između dobijenih rezultata nije neobično 
jer promene u ekspresiji iRNK u jednoj strukturi mogu biti povezane sa promenama u 
zastupljenosti odgovarajućeg proteina u drugoj strukturi, što zavisi od lokalizacije 
ispitivanog proteina u neuronima. To bi značilo da promene u nivoima ispitivanog  
proteina u jednom regionu mogu nastati iz neuronskih projekcija ka tom regionu, a ne 
od neurona iz tog ispitivanog regiona. 
Za proNGF se dugo smatralo da ima isključivo neurotoksične uloge, međutim 
postoje podaci da proNGF pored neurotoksičnih može imati i neurotrofičke efekte 
(Fahnestock i saradnici, 2004a). U studiji Bruno i Cuello (2006) je pokazan čitav 
spektar izoformi proNGF-a u kori. Trake od 30 kDa ili 32 kDa zajedno sa trakom od 40 
kDa su detektovane ne samo u adultnom mozgu već i u perifernim tkivima (Bruno i 
Cuello, 2006; Quartu i saradnici, 2003; Lobos i saradnici, 2005; Bierl i Isaacson, 2007). 
Proteinske trake na višim težinama su takođe otkrivene, ali je njihova biološka uloga 
nepoznata. U najvećem broju ovih studija je korišćeno antitelo koje prepoznaje zreli 
NGF. Međutim, pokazano je da jedno od najčešće korišćenih antitela, H-20 (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA) koje je podignuto protiv sintetskog peptida iz humanog 
NGF-a u stvari unakrsno reaguje i sa NT-3 u četvorostruko većim koncentracijama nego 
sa NGF-om (Fahnestock i saradnici, 2001). 
 
5.2.4. Propofolski tretman povećava ekspresiju fosforilisanog TrkA receptora u 
kori i talamusu PND14 pacova 
 
Ekspresija drugog ispitivanog neurotrofina, zrelog NGF-a, je opala u obe 
ispitivane strukture nakon propofolskog tretmana. Sa druge strane detektovana je 
hiperfosforilacija njegovog odgovarajućeg receptora TrkA u obe ispitivane strukture.  
Ovakvi rezultati ukazuju da u našem ekspreimentalnom modelu, promene u ekspresiji 
NGF-a nisu uticale na aktivnost TrkA receptora, kao što je pokazano u ranijim 
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studijama (Rajagopal i saradnici, 2004). Međutim, u in vitro studijama je pokazano da 
pored NGF-a, drugi ligandi (NT-3, adenozin i drugi molekuli koji su vezani za G 
proteine) mogu da fosforilišu TrkA receptor (Rajagopal i saradnici, 2004). Takođe, 
pokazano je da je moguća i auto-aktivacija ovog receptora u odsustvu NGF liganda 
(Hempstead i saradnici, 1992). 
Pored zrelog fosforilisanog TrkA receptora (140 kDa) ispraćena je i ekspresija 
jezgra pTrkA receptora (80 kDa). Propofolski tretman je doveo do porasta u ekspresiji 
jezgra pTrkA u kori, dok je suprotan trend detektovan u talamusu. U studiji Watson i 
saradnika (1998) je pokazano da je zreli 140 kDa pTrkA receptor u okviru 24 sata od 
tretmana tunikamicinom (inhibitor glikozilacije) u potpunosti zamenjen jezgrom 
receptora (80 kDa). Kao i u našoj studiji, detektovano je i nekoliko intermedijernih traka 
koje najverovatnije predstavljaju delimično deglikozilovane izoforme pTrkA receptora. 
Iznenađujuće, jezgro proteina i neglikozilovane izoforme su fosforilisane na 
tirozinskom ostatku čak i u odsustvu NGF-a, što ukazuje na činjenicu da je receptor 
konstitutivno aktivan i u odsustvu glikozilacije (Watson i saradnici, 1998). Poznato je 
da N-glikozilacija reguliše obeležavanje mnogih transmembranskih glikoproteina od 
endoplazmatičnog retikuluma pa sve do ćelijske površine. Imunobojenjem sa Trk 
antitelom je pokazano da je u PC12 ćelijama zreli TrkA receptor lokalizovan i unutar 
ćelije i na plazma membrani, nezavisno od prisustva NGF-a, dok je konstitutivno 
aktivno jezgro TrkA proteina lokalizovano samo unutar ćelije (Watson i saradnici, 
1998). Dodavanjem NGF-a, zreli pTrkA je detektovan  uglavnom na plazma membrani, 
a manji procenat je detektovan i unutar ćelije gde se javlja po određenoj šemi koja 
odgovara endocitotskim vezikulama (Grimes i saradnici, 1996). Međutim, iako je 
neglikozilovani pTrkA katalitički aktivan, on nije u stanju da indukuje aktivaciju 
nishodnih kinaza kao što su MEK1/2 i ERK1/2. 
Zanimljivo je da su u kori detektovani porasti u ekspresiji jezgra i pTrkA i 
pTrkB, što nije slučaj sa talamusom, tako da možemo reći da propofol na regionalno-






5.2.5. Propofolski tretman povećava ekspresiju p75 receptora u kori i talamusu 
PND14 pacova 
 
U ovom istraživanju, propofolski tretman je doveo do blagog porasta u ekspresiji 
p75 receptora u obe ispitivane strukture. p75 ima mnogobrojne uloge u nervnom 
sistemu; ovaj receptor može da indukuje izrastanje neurita i ćelijsko preživljavanje ili 
ćelijsku smrt u zavisnosti od toga da li deluje samostalno ili je ko-eksprimiran sa Trk 
receptorima.  
Neurodegeneracija je u fokusu mnogobrojnih istraživanja, međutim postavlja se 
veliki broj pitanja koja se odnose na mehanizme koji određuju da li će neuron da 
preživi, umre ili će podleći funkcionalnom oštećenju. Bez sumnje, neurotrofini i njihovi 
receptori su ključni igrači u ovom fenomenu, ne samo tokom razvića, već i u adultnom 
mozgu (Arevalo i Wu, 2006). Dugo je poznato da Trk receptori posreduju u trofičkoj 
podršci adultnim neuronima, što je i pokazano u brojnim studijama u kojima je 
smanjena ekspresija ovih receptora povezana sa gubitkom ćelija. Interesantno je da iako 
je ekspresija p75 veoma niska u brojnim ćelijskim tipovima kod adulata, njegova 
ekspresija se snažno indukuje u povredi. Brojne studije su pokazale da je ova ekspresija 
indukovana povredom u bliskoj korelaciji sa degenerativnim efektima uočenim nakon 
povrede. Ekspresija p75 je povećana u motornim neuronima pacova nakon lezije 
sciatičkog nerva (Ernfors i saradnici, 1989), u hipokampusu nakon epileptičnih napada i 
u ovom slučaju je usko vezana za apoptozu (Roux i saradnici, 1999), a povezana je i sa 
neuronskom degeneracijom nakon eksperimentalno indukovane ishemije (Greferath i 
saradnici, 2002). Rezultati pomenutih studija su u skladu sa hipotezom da povećana 
ekspresija p75, praćena padom u ekspresiji Trk receptora, pomera balans od ćelijskog 
prezivljavanja ka ćelijskoj smrti.  
Pokazano je da se neuroapoptoza indukovana anestezijom u najvećoj meri javlja 
vezivanjem proBDNF-a za p75 receptor (Head i saradnici, 2009), a zna se da je 
ekspresija ovog receptora razvojno-regulisana, u smislu da je visoka tokom perioda 
osetljivosti na anestezijom indukovanu neuroapoptozu, kao i da je niska u periodu kada 
mozak nije više toliko osetljiv na anesteziju (oko PND14) (Woo i saradnici, 2005; Yang 
i saradnici, 2009). Međutim, danas su poznate i uloge p75 receptora koje nisu vezane za 
pokretanje ćeliske smrti. TrkB/p75 heterokompleks je neophodan za selektivnost 
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BDNF-a, kao i za visoko afinitetno vezivanje (Teng i Hempstead, 2004). Poznato je da 
p75 receptor moze da moduliše funkcije TrkA receptora u perifernim neuronima, kao i 
da može retrogradno da transportuje neurotrofine (Neet i Campenot, 2001). Takođe, p75 
može da pomogne zadržavanju TrkA receptora na plazma membrani, tako što inhibira 
TrkA poliubikvitinaciju (Makkerh i saradnici, 2005). Međutim, postoje i kontradiktorni 
podaci koji ukazuju da koeksprimiran p75 ima važnu ulogu u TrkA ubikvitinaciji 
(Geetha i saradnici, 2005). Mehanistički, kooperacija između Trk i p75 receptora može 
biti veoma raznovrsna, tako da je moguće da u našem modelu p75 deluje kao koreceptor 
čije funkcije zavise od prostorne distribucije u mozgu. 
Kao što je već pomenuto, signalizacija preko p75 receptora je povezana sa 
finalnom ishodom kako preživljavanja, tako i smrti. Moguće objašnjenje leži u 
aktivaciji različitih signalnih puteva nakon vezivanja liganada za p75 receptor. Upravo 
to je i pokazano, da kao i drugi članovi TNFR superfamilije, p75 može odvojenim 
signalnim putevima da aktivira c-JUN i NFκB. Karakterizacija puteva TNFR 
superfamilije van nervnog sistema je otkrila da aktivacija JNK tipično promoviše 
ćelijsku smrt, i da je balansirana aktivacijom NFκB koja uglavnom promoviše 
preživljavanje (Karin i Lin, 2002).  
 
5.2.6. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
ukupnih i fosforilisanih Akt kinaza u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Akt je dobro okarakterisana serin/treonin kinaza koja deluje nishodno od 
neurotrofinskih receptora (Dolcet i saradnici, 1999). Vezivanje Shc za Trk receptore 
aktivira PI3K signalne puteve. Aktivacija PI3K dovodi do translokacije Akt-a do 
plazma membrane, gde se aktivira fosforilacijom od strane različitih kinaza uključujući 
fosfoinozitid-zavisne protein kinaze 1 i 2 (rictor–mTOR kompleksi) (Sarbassov i 
saradnici, 2005). Akt može da menja transkripcionu aktivnost različitih gena, ali može 
da indukuje i brze lokalne promene u proteomu regulacijom translacione mašinerije 
(Takei i saradnici, 2001; Takei i saradnici, 2004).  
Jedna od najvažnijih uloga Akt-a je da spreči apoptozu inaktiviranjem pro-
apoptotskih faktora ili stimulisanjem sinteze proteina koji favorizuju preživljavanje 
ćelija (Liao i Hung, 2010). U odgovoru na faktore rasta, Akt se fosforiliše na dva glavna 
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mesta (Thr308 i Ser473), pri čemu je fosforilacija na Thr308 neophodna, ali ne i 
dovoljna za maksimalnu aktivnost enzima, što se postiže samo ako je prisutna i 
fosforilacija na Ser 473  (Liao i Hung, 2010; Alessi i saradnici, 1996; Yang i saradnici, 
2002). Do danas su se samo dve studije bavile ispitivanjem promena nivoa pAkt kinaze 
nakon anestezije kod mladih pacova (Pešić i saradnici, 2009; Lu i saradnici, 2006), 
međutim u ovim studijama nije ispraćen uticaj propofola na fosforilaciju obe pozicije 
Akt kinaze.  
Nakon propofolskog tretmana u ovom istraživanju ekspresija pAkt Thr308 je 
smanjena u kori i povećana u talamusu. Ove promene grubo prate propofolom-
indukovane trendove BDNF-a i pTrkB receptora. Iznenađujuće, promene u ekspresiji 
pAkt Ser473 su detektovane samo u kori, sa padom u istoj vremenskoj tački u kojoj je 
detektovan pad u ekspresiji pAkt Thr308. Zajedno sa podacima da tretman nije 
indukovao promene u ukupnim nivoima Akt kinaze u obe ispitivane strukture ovi 
rezultati jasno ukazuju da propofolski tretman utiče na kinaznu aktivnost Akt-a, a ne na 
njegovu količinu.  
Ostaje da se dalje istraži zašto je u kori smanjena fosforilacija Thr308 praćena 
padom fosforilacije na poziciji Ser473, dok u talamusu povećana fosforilacija na Thr308 
nije praćena istim modifikacijama na Ser473. Međutim, imajući u vidu da je Akt jedan 
od glavnih regulatora važnih ćelijskih funkcija, moguće je da ova delimična fosforilacija 
Akt kinaze služi da zaštiti sistem od hiperfosforilisane i previše aktivirane Akt kinaze, 
koja finalno može imati pogubne efekte (Nicholson i Anderson, 2002). 
 
5.2.7. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
ukupnih i fosforilisanih ERK1/2 kinaza u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Pored Akt-a, ERK kinaze su važne u procesima ćelijskog preživljavanja i deluju 
kao efektori signalnog puta neurotrofina (Grewal i saradnici, 1999). ERK1/2 anti-
apoptotske efekte ispoljava ili smanjenjem aktivnosti pro-apoptotskih molekula ili 
smanjenjem njihove proteinske ekspresije putem transkripcione represije. Sa druge 
strane, ERK1/2 promoviše preživljavanje ćelija tako što stimuliše anti-apoptotske 
molekule. Aktivacija ove kinaze inhibira apoptozu u odgovoru na razne stimuluse, kao 
što su TNF, FasL, TRAIL (engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand) (Tran i 
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saradnici, 2001) i povlačenjem faktora rasta (Erhardt i saradnici, 1999). U odgovoru na 
ove stimuluse ERK1/2 se aktivira ili prolazno ili dugotrajno i finalno ima anti-
apoptotske efekte. Poznato je da inhibicija ERK1/2 promoviše apoptozu. Anti-
apoptotski efekti ove kinaze mogu biti umanjeni nakon produžene stimulacije ili 
defosforilacijom ili degradacijom ERK-a (Lu i Xu, 2006). Mehanizmi kojima pERK1/2 
inhibira apoptozu su kompleksni i razlikuju se u zavisnosti od tipa ćelija i tkiva.  
Uticaj propofola na fosforilaciju Erk kinaze je uglavnom ispitivana u in vitro 
studijama i dobijeni rezultati tih studija su kontradiktorni (Kozinn i saradnici, 2006; 
Oscarsson i saradnici, 2007; Kidambi i saradnici, 2010). U našoj studiji je pokazano da 
je ekspresija pERK1/2 povišena u kori i smanjena u talamusu PND14 pacova nakon 
propofolskog tretmana, dok se nivoi ukupnih ERK kinaza ne menjaju u ispitivanim 
strukturama. Povišena ekspresija pERK1/2 u kori se može javiti usled propofolom-
indukovane aktivacije pTrkA receptora. Postoje podaci da je internalizacija TrkA 
receptora ključni događaj za održavanu ERK signalizaciju u PC12 ćelijama (Zhang i 
saradnici, 2000), kao i da je dugotrajna aktivacija MAPK aktivnosti specifična 
karakteristika neurotrofinske signalizacije (Qiu i Green, 1992). Naši rezultati su u 
saglasnosti sa rezultatima novijih in vitro eksperimenata gde je pokazano da akutna 
aplikacija BDNF-a indukuje prolaznu MAPK signalizaciju, dok postepena aplikacija 
BDNF-a pokreće dugotrajnu, održavanu MAPK signalizaciju (Ji i saradnici, 2010). 
Pokazano je da dugotrajna kinazna aktivnost ne utiče isključivo na preživljavanje 
(Nguyen i saradnici, 1993; Boggio i saradnici, 2007). U odgovoru na stimuluse, u većini 
neurona ERK može biti aktivan prolazno (manje od sat vremena), dok u drugim 
neuronima ERK ostaje dugotrajno aktivan (po nekoliko sati) i ova grupa neurona je 
imala veću dendritsku kompleksnost nego neuroni sa prolaznom ERK aktivnošću (Ha i 
Redmond, 2008). Treba napomenuti da postoje i podaci o supresiji ERK kinaze u kori 
od strane opštih anestetika (Planel i saradnici, 2007; Takamura i saradnici, 2008), 
međutim ove razlike se mogu javiti usled upotrebe anestetika različitih od propofola 
(pentobarbitol, izofluran), rezličite starosti ispitivanih životinja ili ispitivane kinetike 
koja u napomenutim studijama nije trajala duže od sat vremena.  
Što se tiče smanjene ekspresije pERK1/2 kinaze u talamusu PND14 pacova 
nakon tretmana propofolom smatramo da su detektovane promene između ostalog i 
posledica propofolom-indukovane Akt signalizacije. Naime, u mnogim studijama je 
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pokazno da Akt inhibira ERK (Rommel i saradnici, 1999; Galetic i saradnici, 2003; 
Muller i Unterwald, 2004), međutim do danas ne postoje podaci o recipročnoj regulaciji 
Akt i ERK proteina od strane propofola in vivo. S obzirom da je poznato da inhibicija 
bilo ERK ili Akt kinaze povećava stepen apoptoze (Bonni i saradnici, 1999; Mabuchi i 
saradnici, 2002), predpostavljamo da u našoj studiji regionalno-zavisna aktivacija ove 
dve kinaze može biti odgovorna za anti-apoptotske procese.  
 
5.3. Uticaj propofolskog tretmana na markere inflamacije i apoptoze u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
Eksperimentalno je pokazano da anestezijom-indukovana neurodegeneracija 
zavisi od primenjene doze i vremena izlaganja određenom anestetiku, kao i da je 
ćelijska smrt neurona manje izražena nakon primene jednog anestetika, nego nakon 
primene nekoliko anestetika u kombinaciji (Loepke i Soriano, 2008). S obzirom da 
mehanizam anestezijom-indukovane neuronalne ćelijske smrti nije u potpunosti 
razjašnjen, ne zna se da li anestezija indukuje apoptozu ćelija koje inače ne bi ušle u 
ovaj program (patološka apoptoza), ili anestezija ubrzava apoptozu ćelija koje su inače 
predodređene da umru (rana fiziološka apoptoza). Ako se neuroni aktivno eliminišu 
tokom anestezije, neophodno je da se utvrdi da li je mozak tokom razvića sposoban da 
zameni ove neurone radi funkcionalnog integriteta. Odgovori na ova pitanja se mogu 
dobiti proučavanjem neurokognitivnih funkcija nakon neonatalne anestezije.  
Animalne studije koje se bave proučavanjem efekata propofola na građu neurona 
i neurokognitivne performanse sugerišu da propofol na dozno-zavisan način povećava 
neurodegeneraciju, što vodi ka pogoršanjima u ponašanju i učenju (Fredriksson i 
saradnici, 2007; Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003). Iako neonatalno izlaganje 
propofolu u niskoj dozi (10 mg/kg) nije dovelo do neuroloških posledica, povećana 
neurodegeneracija i poremećaji u učenju kod adultnih miševa su uočeni nakon izlaganja 
neonatusa visokoj dozi propofola (60 mg/kg), ili kombinaciji propofola (10 mg/kg) i 
ketamina (25 mg/kg) (Fredriksson i saradnici, 2007). Visoke doze propofola su dovele i 
do promene u anksiolitičkim efektima diazepama kod adultnih životinja (Fredriksson i 
saradnici, 2007). Pored toga, korišćenjem in vitro preparata ćelijskih kultura neurona iz 
nezrelog mozga pileta ili pacova su pokazale dozno-zavisne strukturne promene 
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neurona nakon propofolskih tretmana (Vutskits i saradnici, 2005; Al-Jahdari i saradnici, 
2006; Honegger i Matthieu, 1996; Spahr-Schopfer i saradnici, 2000).  
 
5.3.1. Propofolski tretman povećava ekspresiju iRNK za TNF-α i TNFR1 u kori i 
talamusu PND14 pacova 
 
Faktor nekroze tumora (TNF) je plejotropni citokin koji se sintetiše u 
fiziološkim odgovorima na infekciju, povredu, ili ishemiju i koji predstavlja jedan od 
inicijatora spoljašnjeg apoptotskog puta. Njegov receptor, TNFR1, posreduje u TNF-
indukovanoj apoptotskoj ćelijskoj smrti (Smith i saradnici, 1994).  
U našoj studiji je pokazano da propofolski tretman prolazno povećava ekspresiju 
iRNK za TNF-α i TNFR1 u obe ispitivane strukture. Ovo je u saglasnosti sa studijom 
Pešič i saradnika (2009) u kojoj je propofolski tretman istom dozom (25 mg/kg) kod 
PND7 pacova indukovao porast u ekspresiji TNF-α iRNK, ali i aktivacije kaspaze-3 i 
finalno doveo do ćelijske smrti. Međutim, bitna razlika između ova dva istraživanja je 
što u studiji na PND14 pacovima, uprkos detektovanom porastu u ekspresiji iRNK za 
TNF-α (skoro dvostruko veći nego porast detektovan kod PND7 pacova), nije 
detektovana neurodegeneracija što ukazuje da je značajna uloga nishodnih odbrambenih 
mehanizama najverovatnije starosno-zavisna. Moramo da naglasimo i da u ovoj studiji 
nije praćena ekspresija solubilnog proteina TNF-α, koja je kod PND7 pacova rasla u obe 
ispitivane strukture (Pešič i saradnici, 2009), tako da ostaje da se utvrdi na koji način 
propofolski tretman utiče na ovaj citokin na posttranslacionom nivou kod PND14 
pacova. 
 
5.3.2. Propofolski tretman povećava ekspresiju aktivnog fragmenta kaspaze-3, ali i 
njegovog inhibitora XIAP proteina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Nekoliko studija u kojima je anestezija data tokom ranog postnatalnog razvića 
(PND0-10) su pokazale da opšti anestetici smanjuju ekspresiju neurotrofina, što 
posledično vodi ka neuroapoptozi (Pešić i saradnici, 2009; Lu i saradnici, 2006). Iako je 
u ovoj studiji aktivan fragment kaspaze-3 detektovan u obe ispitivane strukture, mi 
nismo otkrili neurodegeneraciju na histološkom nivou. Sa druge strane, pored kaspaze-3 
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propofolski tretman je povećao ekspresiju kaspaznog inhibitora XIAP-a u obe ispitivane 
strukture. Ovo je najverovatnije usled uticaja koje je propofolski tretman imao na pAkt 
u talamusu i pERK1/2 u kori. Za uzvrat, ovi putevi mogu da stimulišu anti-apoptotske 
proteine kao što je XIAP koji se vezuje za aktivnu kaspazu-3 i inhibira je (Riedl i 
saradnici, 2001), što je skoro pokazano u PC12 ćelijama (Lu i saradnici, 2011). Poznato 
je da je ekspresija XIAP-a neuroprotektivna u mozgu tokom razvića. Wang i saradnici 
(2004) su pokazali da je u modelu hipoishemične povrede aktivnost kaspaze-3 i -9 
praktično ukinuta, kao i da je gubitak tkiva smanjen kod XIAP neonatalnih transgenih 
miševa u poređenju sa divljim sojem. 
U studiji Engelhard i saradnika (2004) je pokazano da je propofol 
neuroprotektivan u hipokampusu adultnih pacova nakon indukovane cerebralne 
ishemije. Propofol je imao neuroprotektivni efekat koji se održavao i bio je dugoročan 
za razliku od prolazne neuroprotekcije izoflurana (Engelhard i saradnici, 2004; 
Kawaguchi i saradnici, 2000). Cerebralna ishemija je indukovala aktivnu kaspazu-3 
koja je služila kao marker apoptotske ćelijske smrti. Međutim, u ovom modelu propofol 
nije inhibirao ekspresiju aktivirane kaspaze-3, a bitan činilac za ovakav ishod svakako 
može da bude starost eksperimentalnih životinja. Može se zaključiti da dugoročno 
propofol može kompletno da inhibira oštećenje neurona nakon cerebralne ishemije, kao 
i da utiče na apoptotsku ćelijsku smrt koja je u ovom slučaju nezavisna od kaspaze-3 
(Engelhard i saradnici, 2004). Sa druge strane, u studiji Briner i saradnika (2010) je 
pokazano da izlaganje opštim anesteticima ne dovodi do ćelijske smrti, već do promene 
u arhitekturi dendritskih trnova. 
Treba napomenuti da iako se kaspaza-3 često koristi kao apoptotski marker, 
aktivacija apoptotskih proteaza se može javiti prolazno i u odsustvu ćelijske smrti. 
Apoptotska biohemijska kaskada može imati lokalno delovanje i služiti fiziološkim 
ulogama kao što su uobličavanje arhitekture neurita i sinaptičke povezanosti u mladom i 
zrelom nervnom sistemu (Gilman i Mattson, 2002). Takođe, skoro je pokazano da 
propofol može da zadrži izofluranom-indukovanu aktivaciju kaspaze-3 in vivo i in vitro 
i tako deluje kao neuroprotektivni agens (Zhang i saradnici, 2011). Naši rezultati su u 
saglasnosti sa drugim studijama u kojima opšta anestezija nije ispoljila neurotoksična 
svojstva (Engelhard i saradnici, 2004; Briner i saradnici, 2010). Zajedno sa 
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gorepomenutim studijama, naši podaci ukazuju da neurotoksični efekti opšte anestezije 
u velikoj meri zavise od razvojnog stadijuma ispitivane životinje. 
 
5.3.3. Propofolski tretman ne utiče na broj Fluoro-žad B pozitivnih ćelija u kori i 
talamusu PND14 pacova  
 
U cilju potvrde neurodegeneracije na histološkom nivou, koja može biti 
indukovana propofolom koristili smo Fluoro-žad B bojenje preseka mozgova PND14 
životinja. Ova boja sa visokom specifičnošću obeležava ćelijska tela, distalne dendite i 
aksone neurona u degeneraciji,  međutim s obzirom da može obeležiti i ćelije u procesu 
nekroze, ne koristi se kao isključivi marker apoptoze (Schmued i Hopkins, 2000a; 
Schmued i Hopkins, 2000b). 
Fluoro-žad B pozitivne ćelije nisu otkrivene na presecima mozgova ni u kori, ni 
u talamusu kontrolnih ili tretiranih životinja. Ovaj rezultat nije u saglasnosti sa 
rezultatima naše grupe u kojoj jednokratna aplikacija iste doze propofola (Pešić i 
saradnici, 2009) ili višekratna aplikacija propofola (Milanović i saradnici, 2010) dovodi 
do masovne neurodegeneracije u kori i talamusu PND7 pacova, što opet ukazuje na 
starosno-zavisni uticaj propofola na indukciju neurodegeneracije. Međutim, dalje nas je 
zanimalo koja doza propofola indukuje neurodegeneraciju kod PND14 pacova, tako da 
su životinje tretirane sa višim dozama ovog opšteg anestetika (50, 75 ili 100 mg/kg). 
Pokazali smo da do pojave neurodegenerativnih ćelija u kori i talamusu PND14 pacova 
dolazi tek upotrebom doze od 100 mg/kg, koja u ovoj starosnoj grupi predstavlja daleko 
veću dozu od klinički relevantne. 
 
5.3.4. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
NFκB p65 proteina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Transkripcioni faktor NFκB je jedan od ključnih regulatora imunog odgovora. 
NFκB se nalazi u aksonima, dendritima i sinaptičkim završecima neurona gde se može 
brzo aktivirati u odgovoru na razne stimuluse kao što su neurotransmiteri, neurotrofini i 
citokini. Međutim, opseg unutarćelijskih signala i transdukcionih mehanizama koji 
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regulišu NFκB aktivnost u neuronima je veoma široka i kompleksna. Upravo zbog toga 
je neophodna identifikacija signalnih puteva koji regulišu preživljavanje i plastičnost.  
Poznato je da aktivacija bilo p75 ili TrkA može nishodno aktivirati NFκB 
(Carter i saradnici, 1996;  Foehr i saradnici, 2000). Foehr i saradnici (2000) su pokazali 
da p75 aktivira p65, p50 i p52 NFκB subjedinice, dok TrkA aktivira samo p50 i p65. 
Selektivna stimulacija bilo TrkA ili p75, preko NFκB transkripcionog faktora, indukuju 
setove preklapajućih gena, dok se sa druge strane određeni geni specifično indukuju 
aktivacijom samo p75 ili samo TrkA receptora (Foehr i saradnici, 2000). Međutim, 
vezivanje različitih neurotrofina za p75 ne utiče u istoj meri na aktivaciju NFκB (Carter 
i saradnici, 1996). 
Odavno je poznata veza između aktivacije NFκB i PI3K-Akt signalnog puta 
(Kane i saradnici, 1999; Ozes i saradnici, 1999; Romashkova i Makarov, 1999). 
Pokazano je da Akt povećava aktivaciju NFκB. Da aktivirana Akt kinaza sinergistički 
povećava NFκB-posredovanu gensku ekspresiju je prvi put pokazano u T ćelijama 
nakon tretmana sa forbol-estrima (Kane i saradnici, 1999). Dalje je pokazano da 
agonisti koji indukuju NFκB aktivaciju, kao što su TNF-α ili PDGF, mogu delom da 
deluju preko aktivacije Akt-a i tako aktiviraju IKK, ushodnu kinazu koja fosforiliše 
inhibitornu komponentu IκB (Ozes i saradnici, 1999; Romashkova i Makarov, 1999). 
Fosforilacijom IκB se pokreće njegova ubikvitinacija i degradacija, čime se oslobađa 
NFκB u citosolu koji zatim može da se translocira u nukleus gde moduliše gensku 
ekspresiju. Ovi podaci su u skladu sa našim rezultatima, u kojima NFκB p65 ima isti 
trend kao i pAkt; u kori njegova ekspresija opada, a u talamusu raste nakon 
propofolskog tretmana. Međutim, detaljnije proučavanje ekspresije ne samo p65, već i 
drugih subjedinica ovog transkripcionog faktora je neophodno za bolji uvid u 
mehanizme delovanja opštih anestetika na ovako važan transkripcioni faktor. 
 
5.4. Uticaj propofolskog tretmana na markere plastičnosti neurona  
 
Iako nekada smatrana nezamislivim, uznemiravajuća mogućnost da upotreba 
opštih anestetika tokom ranog postnatalnog razvića može da ima dugotrajne posledice 
na mozak je privukla pažnju anesteziologa, istraživača, popularnih medija, kao i 
roditelja. Osnova za ovu brigu proističe uglavnom od rezultata koji su dobijeni 
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eksperimentalno, a koji ukazuju da izlaganje organizma u ranim fazama postnatalnog 
razvića anesteticima koji se često koriste u pedijatriji dovodi do kognitivnih i socijalnih 
deficita u kasnijim fazama života (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Fredriksson i 
saradnici, 2007; Satomoto i saradnici, 2009). Ovi kognitivni i bihejvioralni poremećaji 
se mogu pripisati prolaznoj supresiji neurogeneze ili široko rasprostranjenoj 
neuroapoptozi nakon izlaganja opštim anesteticima (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 
2003; Stratmann i saradnici, 2009). Kao što je već napomenuto, u slučaju 
neuroapoptoze nervni sistem je tokom razvića najosetljiviji tokom perioda brze 
sinaptogeneze (engl. brain growth spurt) (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Yon i 
saradnici, 2005), čime se razviću sinapsi daje glavna uloga u priči o neurotoksičnosti 
opštih anestetika. 
 
5.4.1. Regulacija sinaptičke plastičnosti putem neurotrofina 
 
Termin plastičnost mozga se odnosi na sposobnost mozga da se strukturno i 
funkcionalno menja u odgovoru na različite stimuluse. Izgradnja i reorganizacija 
neuralnih mreža koje predstavljaju glavne procese uključene u neuroplastičnost su 
regulisane od strane sinaptičke aktivnosti. Usled otkrića da ekscitatorni neurotransmiteri 
mogu da stimulišu de novo transkripciju gena, tako što stimulišu ulazak Ca2+ u 
postsinapsu, predložen je novi mehanizam po kome stimulusom-inicirana aktivnost 
neurona može dovesti do dugotrajnih promena u strukturi i funkciji nervnog sistema 
(West i saradnici, 2001). Pored klasične uloge neurotrofina u podržavanju 
preživljavanja neurona, danas je poznata i njihova ključna uloga u formiranju neuralnih 
mreža: od migracije neurona do rearanžiranja lokalnih mreža (Poo, 2001). Kod adulata, 
neurotrofini su važni posrednici neuronalne plastičnosti koji modulišu rast i 
remodelovanje aksona i dendrita, utiču na transport i recikliranje membranskih 
receptora, oslobađanje neurotransmitera, formiranje i pravilno funkcionisanje sinapsi 
(Lu i saradnici, 2005). Iako je pokazano da lokalna aplikacija neurotrofina indukuje 
lokalne promene u morfologiji neurona (Campenot, 1977; Poo, 2001), i dalje je 
nepoznato na kojoj razdaljini neurotrofini mogu ispoljavati svoje dejstvo.  
Neurotrofini su dobri kandidati kao pokretači sinaptičke plastičnosti, s obzirom 
da se eksprimiraju na odgovarajućim mestima, da je njihova ekspresija zavisna od 
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aktivnosti i da je pokazano da utiču na sinaptičku funkciju, membransku ekscitabilnost 
kao i neuronalnu morfologiju i konektivnost. U prvim studijama koje su se bavile 
ispitivanjem uticaja BDNF-a na sinaptičku transmisiju je pokazano da ovaj neurotrofin 
povećava učestalost minijaturnih ekscitatornih postsinaptičkih struja (engl. excitatory 
postsynaptic currents, EPSC) u kulturi Xenopus (Lohof i saradnici, 1993). Od tada je u 
brojnim studijama pokazano da BDNF ojačava ekscitatorne (glutamatne) sinapse i 
oslabljuje inhibitorne (GABAergičke) sinapse. Kang i Schuman (1995) su pokazali da 
izlaganje adultnih preseka hipokampusa BDNF-u dovodi do dugotrajne potencijacije 
aferentnih vlakana koji prenose informacije u hipokampalne piramidalne ćelije. Dalje 
studije su potvrdile ulogu BDNF-a u LTP-u (Korte i saradnici, 1995; Patterson i 
saradnici, 1996; Xu i saradnici, 2003). Još uvek nije najjasnije da li se sinaptička 
potencijacija indukovana BDNF-om javlja primarno usled presinaptičkog delovanja 
(preko pojačanja oslobađanja glutamata) ili postsinaptički (putem fosforilacije 
neurotransmiterskih receptora) (Schinder i Poo, 2000).  
 
5.4.2. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
markera plastičnosti dendrita (proteina MAP-2 i drebrina) u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
Dendritska plastičnost, u koju spadaju rast i grananje (arborizacija) dendrita, kao 
i morfološke promene dendritskih trnova je veoma izražena tokom razvića, a MAP-2 i 
drebrin predstavljaju markere ovog fenomena. Morfolološka plastičnost dendritskih 
trnova koja je zavisna od aktivnosti neurona se smatra jednim od glavnih mehanizama 
remodelovanja neuronalnih kola (Lippman i Dunaevsky, 2005). Ovaj fenomen se 
ispoljava u vidu dva mehanizma. Prvi mehanizam čine brza i spontana motilnost 
dendrita, regulisana glutamatnim receptorima, koja menja oblik i veličinu trnova i koja 
je u korelaciji sa promenama u sinaptičkoj jačini (Fischer i saradnici, 2000). Drugi 
mehanizam je znatno sporiji, dešava se u okviru nekoliko sati do nekoliko dana, i 
uključuje nastanak ili gubitak čitave populacije dendritskih trnova (Oray i saradnici, 
2006).  
Rezultati naše studije ukazuju da propofolski tretman regionalno utiče na 
ekspresiju MAP-2 proteina (detektovan je pad u kori i porast u talamusu). Sa druge 
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strane, propofolski tretman je indukovao prolazne poraste u ekspresiji drebrina u obe 
ispitivane strukture.  
Značajan porast fosforilacije MAP-2 je detektovan tokom prva tri dana u kulturi 
hipokampalnih neurona, kada je arborizacija dendrita bila intenzivna (Diez-Guerra i 
Avila, 1993). Promene u količini i fosforilacionom statusu MAP-2 proteina su 
primećene i u različitim neuropatološkim stanjima. Pad u ekspresiji MAP-2, 
najverovatnije usled aktivnosti kalpainom-posredovane proteolize, može poslužiti kao 
rani indikator ishemijom-indukovane neurodegeneracije u različitim animalnim 
modelima (Ballough i saradnici, 1995; Raley-Susman i Murata, 1995; Folkerts i 
saradnici, 1998). Sličan gubitak MAP-2 je detektovan i u intoksikaciji alkoholom 
(Noraberg i Zimmer, 1998). U drugim neurološkim poremećajima vezanim za 
ekscitotoksičnost, pad u ekspresiji MAP-2 najstaje najverovatnije aktivacijom kalpaina 
usled prevelikog influksa Ca2+ u neurone (Hicks i saradnici, 1995; Arias i saradnici, 
1997). MAP-2 modifikacije su primećene u odgovorima na farmakološke tretmane. 
Pokazano je da neki antidepresivi povećavaju specifične promene u PKA-zavisnoj 
fosforilaciji MAP-2 u kori pacova, bez uticaja na količinu MAP-2 (Perez i saradnici, 
1989). Možemo pretpostaviti da propofolski tretman u našoj studiji, na regionalno-
zavisan način stimuliše arborizaciju dendrita. Na žalost, nismo ispitivali morfologiju 
dendrita što bi dodatno potvrdilo ovu pretpostavku i dalo uvid u stabilnost dendritskih 
trnova u zavisnosti od toga da li bi propofol indukovao „trnove pamćenja“ ili „trnove 
učenja“. S obzirom da MAP-2 predstavlja supstrat u mnogim neuronalnim putevima 
signalne transdukcije, bilo kakve promene u fosforilacionom stanju i/ili podložnosti 
proteolizi ovog proteina mogu se odraziti na važne modifikacije u strukturi neurona. 
Pored MAP-2 proteina, i drebrini učestvuju u uspostavljanju i održavanju 
dendritskih trnova u neuronima. Pokazano je da se klasteri drebrina A, koji predstavlja 
neuron-specifičnu adultnu formu, obrazuju na sinapsama i upravo oni upravljaju 
usmeravanjem PSD-95 (engl. post-synaptic density 95) ka sinapsama tokom normalnog 
razvića (Takahashi i saradnici, 2006) ili nakon prekomerne ekspresije drebrina (Mizui i 
saradnici, 2005). Pokazano je da drebrini stabilizuju pukotinaste veze (engl. gap 
junctions) bogate koneksinima-43 na plazma membrani (Majoul i saradnici, 2007). S 
obzirom da u našoj studiji propofolski tretman utiče na ekspresiju drebrina na isti način 
u obe ispitivane strukture, moguće je da su funkcije drebrina, u ovom slučaju pre 
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okrenute ka formiranju stabilnih domena plazma membrane, nego ka oblikovanju 
ćelijskih nastavaka. 
Kao što je već napomenuto, morfologija dendritskih trnova je u korelaciji sa 
stabilnošću i jačinom sinapse (Nimchinsky i saradnici, 2002). Pečurkasti dendriti, koji 
imaju uzak vrati i široku glavu, su stabilni duži vremenski period i zovu se „trnovi 
pamćenja“. Ovaj tip je najviše zastupljen u zrelom CNS-u. Za razliku od toga, tanki 
trnovi sa malom glavom su visoko pokretljive strukture koje mogu da menjaju oblik u 
roku od nekoliko minuta do nekoliko dana. Ovi mali trnovi dominiraju kod glutamatnih 
sinapsi, što ukazuje da imaju veliki kapacitet za plastičnost zavisnu od aktivnosti, i zbog 
toga su nazvani „trnovi učenja“ (Nimchinsky i saradnici, 2002; Alvarez i Sabatini, 
2007). Briner i saradnici (2010) su ispitivali efekte tri anestetika na broj i morfologiju 
dendritskih trnova u postsinaptičkim kortikalnim neuronima. U dendritskim trnovima se 
smeštaju najvažniji molekuli uključeni u postsinaptičku signalizaciju i plastičnost, 
uključujući neurotransmiterske receptore, citoskeletne proteine i signalne molekule 
(Nimchinsky i saradnici, 2002; Alvarez i Sabatini, 2007; Holtmaat i Svoboda, 2009). 
Najveći broj ekscitatornih glutamatnih veza je sačinjen od dendritskih trnova, tako da 
merenje gustine dendritskih trnova omogućava uvid u gustinu ekscitatornih sinapsi 
(Holtmaat i Svoboda, 2009). Briner i saradnici (2010) su pokazali da kada se PND16 
glodari izlože klinički relevantnim koncentracijama izoflurana, sevoflurana ili 
dezflurana (u trajanju 30-120 minuta) dolazi do značajnog porasta gustine dendritskih 
trnova u petom sloju piramidalnih neurona prefrontalne kore. Pored toga, gotovo svi 
novi trnovi su imali specifičnu morfologiju; bili su tanki, a ne pečurkasti. Takođe je 
postojala razlika između ova tri anestetika u trajanju anestezije koja je neophodna da 
indukuje porast gustine trnova (30 min za sevofluran, 60 min za izofluran i 120 min za 
dezfluran). Vrlo bitno je istaći da ove doze kod PND16 životinja nisu dovele do 
apoptoze neurona, za razliku od PND7 životinja. Pokazano je i da midazolam, propofol 
i ketamin indukuju sličan porast u gustini dendritskih trnova kortikalnih neurona kod 
PND15 i 20, ali ne i PND30 miševa. Ovi novi trnovi su tanki, traju do 5 dana nakon 
izlaganja anestetiku, a njihov značajni deo postaje funkcionalan i integrisan u 
neuronalne mreže (De Roo i saradnici, 2009). Ovi rezultati su u suprotnosti sa skorijom 
studijom koja je pokazala da nakon primene izoflurana dolazi do značajnog gubitka 
dendritskih trnova i smanjenja broja sinapsi u kulturi hipokampalnih neurona i 
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hipokampusu glodara (Head i saradnici, 2009). Međutim, razlike između ovih studija su 
sledeće: u studiji Head i saradnika (2009) izlaganje anesteticima je bilo u PND7 i 
neuronalna apoptoza je bila značajna. Sa druge strane, u studiji Briner i saradnika 
(2010) kod PND16 miševa nije detektovan gubitak neurona. Ovaj prelaz iz osetljivosti 
na anestezijom-indukovanu neuroapoptozu (koji je na vrhuncu oko PND7) ka otpornosti 
(oko PND14) je već opisana u literaturi (Jevtovic-Todorovic i saradnici, 2003; Head i 
saradnici, 2009) i može se povezati sa činjenicom da je GABA ekscitatorna kod PND7 i 
inhibitorna kod PND16. Rezultati gorepomenutih studija, ukazuju da često korišćeni 
anestetici i sedativi dovode do sinaptičkog remodelovanja koje je starosno-zavisno.  
 
5.4.3. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
GAP-43 proteina u kori i talamusu PND14 pacova 
 
Neuronski protein GAP-43 ima brojne funkcije koje se tiču izduživanja aksona, 
sinaptičke plastičnosti i regulacije procesa preživljavanja i smrti neurona. Međutim, 
molekularni mehanizmi njegovog delovanja u ovim procesima nisu u potpunosti 
istraženi. Odavno je postavljeno pitanje da li se aksoni izdužuju konstitutivno ili u 
odgovoru na određene stimuluse. Danas je poznato da vanćelijski stimulusi indukuju  
izduživanje aksona (Goldberg, 2003). U ove stimuluse spadaju neurotrofini, vanćelijski 
matriksni molekuli laminin, heparan sulfat proteoglikani, kao i ćelijski adhezivni 
molekuli kao što su L1 i N-kadherin (Goldberg, 2003).  
Zanimljivo je da u našoj studiji nakon propofolskog tretmana ekspresija GAP-43 
pokazuje isti regionalno-specifični trend kao i ekspresija MAP-2 (detektovan je pad u 
kori i porast u talamusu). Međutim, dalja istraživanja su neophodna da bi se utvrdilo da 
li u talamusu nakon propofolskog tretmana dolazi do morfoloških promena kao što su 
izduživanje aksona i arborizacija dendrita. Sa druge strane, postavlja se i pitanje da li su 
ove promene pokrenute upravo grubim porastom u ekspresiji BDNF proteina koji je 
detektovan u talamusu i koji predstavlja jedan od faktora koji utiču na morfologiju 
neurona (McAllister i saradnici, 1997; Murphy i saradnici, 1998; Horch i Katz, 2002; 
Tolwani i saradnici, 2002).  
Pokazano je da NGF povećava ekspresiju GAP-43 u PC12 ćelijama, tako što 
povećava poluživot GAP-43 iRNK (Perrone-Bizzozero i saradnici, 1991). Takođe je 
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pokazano da je fosforilisani GAP-43 neophodan kada neuralni adhezioni molekuli 
interaguju sa konusom rasta (Meiri i saradnici, 1998). Kada se,  na primer, N-kadherin 
koji je na spoljašnjoj površini konusa rasta veže za odgovarajući supstrat, dolazi da 
formiranja klastera FGF receptora i njihove aktivacije što vodi ka fosforilaciji GAP-43, 
promeni stanja citoskeleta i produžavanja konusa rasta (Dunican i Doherty, 2000). Iako 
GAP-43 nije neophodan za formiranje konusa rasta, njegovo prisustvo je neophodno za 
odgovarajuće usmeravnje i izrastanje aksona (Strittmatter i saradnici, 1995). 
Prekomerna ekspresija GAP-43 u dorzalnom korenu kičmene moždine je dovela do 
povećanog izduživanja aksona in vitro, kao i in vivo u modelu povrede kičmene 
moždine (Bomze i saradnici, 2001). 
GAP-43 knockout miševi nisu uspeli da formiraju anteriornu komisuru, 
hipokampalne komisure i korpus kalozum in vivo (Shen i saradnici, 2002). Pored toga, 
pokazano je da je GAP-43 neophodan za normalno razviće serotoninske inervacije u 
prednjem mozgu, kao i za izrastanje aksona i terminalno grananje serotoninskih aksona 
iz rafe (Donovan i saradnici, 2002). Ovi miševi praktično nisu imali serotoninsku 
inervaciju u kori i hipokampusu, a pokazano je da se abnormalnosti u serotoninskoj 
inervaciji povezuju sa shizofrenijom, depresijom, anksioznošću i autizmom (Donovan i 
saradnici, 2002).  
Pored GAP-43 proteina, u ovoj studiji smo ispitali i ekspresiju fragmenata GAP-
43 proteina. Pokazano je da u aksonskim završecima GAP-43 predstavlja supstrat za 
kalcijum-zavisnu cistein proteazu m-kalpain koja učestuje u indukciji ćelijske smrti i 
sprečavanju izduživanja aksonskog konusa rasta (Zakharov i Mosevitsky, 2007). U 
presinaptičkim završecima m-kalpain iseca GAP-43 blizu pozicije Ser41. Fosforilacija 
ove pozicije pomoću PKC ili vezivanje GAP-43 za kalmodulin skoro u potpunosti 
suprimira proteolizu. Fragment GAP-43 kome nedostaje oko 40 N-terminalnih 
aminokiselinskih ostataka (nazvan GAP-43-3) je produkt ove proteolize. Sa druge 
strane, ovaj fragment je sprečio kompletno isecanje intaktnog GAP-43 od strane m-
kalpaina mehanizmom povratne sprege, kao i isecanje kazeina, drugog supstrata 
kalpaina (Zakharov i Mosevitsky, 2007). U našoj studiji, fragmenti GAP-43 su visoko 
eksprimirani u obe ispitivane strukture u periodu 8-24 sati nakon tretmana. U našem 
modelu propofolski tretman, bez obzira što različito utiče na ekspresiju GAP-43 
proteina u kori i talamusu, u ovim strukturama podjednako utiče na nastanak fragmenata 
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ovog proteina. Možemo predpostaviti da GAP-43 fragmenti, koji su prisutni u obe 
ispitivane strukture u visokim količinama, mogu imati važnu ulogu u regulaciji 
aktivnosti m-kalpaina u neuronima, kao i da učestvuju u modulaciji neuronalnih 
odgovora na apoptotske signale.  
 
5.4.4. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji 
sinaptofizina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Hemijske sinapse se karakterišu specijalizovanim unutarćelijskim odeljcima u 
pre- i postsinaptičkim neuronima. Presinaptički završeci su specijalizovane strukture sa 
mnoštvom sinaptičkih vezikula koje sadrže neurotransmitere, kao i sa aktivnim zonama 
koje omogućavaju fuziju vezikula i oslobađanje neurotransmitera u sinaptičku pukotinu. 
Region postsinaptičkog neurona koji se nalazi nasuprot presinaptičkog završetka sadrži 
visoke koncentracije neurotransmiterskih receptora, kanala i nishodnih signalnim 
molekula bitnih za prenos signala kroz sinapsu. 
Sinaptofizin je glavni integralni membranski protein sinaptičkih vezikula 
(predstavlja oko 10% ukupnih proteina sinaptičkih vezikula) i prvi je identifikovani 
protein nervnih završetaka (Jahn i saradnici, 1985). Uloge sinaptofizina u endocitozi i 
recikliranju sinaptičkih vezikula su poznate. S obzirom da je sinaptofizin isključivo 
lokalizovan u sinaptičkim vezikulama, koristi se kao presinaptički marker. 
U našem modelu propofolski tretman je indukovao porast u ekspresiji 
sinaptofizina u kori i pad u talamusu. Međutim, ostaje da se dalje ispita zašto je ovaj 
trend u suprotnosti sa trendovima ostalih ispitivanih markera sinaptičke plastičnosti 
(MAP-2, GAP-43, sinuklein, N-kadherin). Možemo reći da propofolski tretman na 
kompleksan način moduliše sinaptičku plastičnost. Takođe se postavlja i pitanje zrelosti 
određenih regiona mozga tokom ranog postnatalnog razvića i uloge različitih sinaptičkih 
markera u tim stanjima. 
Sinaptofizin stupa u kalcijum-zavisne interakcije sa dinamin I GTP-azom čija je 
aktivnost neophodna za endocitozu sinaptičkih vezikula (Daly i Ziff, 2002). Sinaptofizin 
se vezuje i za holesterol i ova interakcija je važna za biogenezu mikrovezikula u 
neuroendokrinim ćelijama (Thiele i saradnici, 2000). Porast u imunoreaktivnosti 
sinaptofizina je najčešće povezana sa porastom broja presinaptičkih završetaka, što se 
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odražava na nastanak sinapsi (Eastwood i saradnici, 1994). Pokazan je dozno-zavisan 
efekat genisteina na porast u ekspresiji sinaptofizina (Chindewa i saradnici, 2007), a 
pokazano je i da stimulacija brkova pacova povećava ekspresiju sinaptofizin iRNK 
(Ishibashi, 2002). Sa druge strane padovi u ekspresiji sinaptofizina često predstavljaju 
obeležje raznih neuropatoloških stanja kao što su shizofrenija, Alchajmerova bolest i 
druga oboljenja (Eastwood i saradnici, 1995; Callahan i saradnici, 1999). 
Moramo da naglasimo da naši rezultati nisu u saglasnosti sa studijama u kojim je 
pokazana pozitivna korelacija u ekspresiji BDNF proteina i sinaptofizina u drugim 
regionima mozga. U studiji Coffey i saradnika (1997) je pokazano da u kulturi 
granularnih ćelija malog mozga BDNF, ali ne i NGF brzo (u okviru 2 sata) indukuju 
porast u nivoima sinaptofizina, tau i c-Fos proteina, ali ne i GAP-43, što je u korelaciji 
sa ekspresijom TrkB receptora. 
 
5.4.5. Propofolski tretman povećava ekspresiju sinukleina-1 u kori i talamusu 
PND14 pacova  
 
Protein koji je kodiran iRNK za sinuklein-1 je pacovski homolog humanom α-
sinukleinu (Ueda i saradnici, 1993). Odavno su poznate uloge sinukleina-1 (α-
sinukleina) u neurodegenerativnim stanjima. Mutacije ovog gena su povezane sa 
nastankom Parkinskonove i Alchajmerove bolesti, kao i drugih neurodegenerativnih 
sinukleinopatija. Međutim, bez obzira na uloge koje sinukleini imaju u patološkim 
stanjima, normalne fiziološke uloge α-sinukleina, koji je bogato zastupljen u 
presinaptičkim nervnim završecima, jos uvek nisu u potpunosti otkrivene. Ostaje i da se 
istraži uloga sinukleina tokom razvića, jer je u brojnim studijama pokazano da su 
sinukleini veoma zastupljeni u mozgu tokom ranog postnatalnog razvića i da njihova 
ekspresija postepeno opada sa sazrevanjem (Hsu i saradnici, 1998; Petersen i saradnici, 
1999). U studiji Petersen i saradnika (1999) metodom in situ hibridizacije je pokazano 
da je ekspresija α-sinuklein iRNK kod glodara, od rođenja do druge godine života, 
najviša u 14 postnatalnom danu. Upravo ova visoka ekspresija α-sinuklein tokom 




Postoji nekoliko dokaza koji ukazuje na ulogu sinukleina u procesima vezanim 
za membranu presinaptičkih završetaka: α-sinuklein je povišeno eksprimiran u 
određenoj populaciji presinaptičkih završetaka u mozgu ptica pevačica tokom perioda 
sinaptičkih rearanžiranja tokom učenja novih pesama (George i saradnici, 1995). Jedne 
od potencijalnih uloga koje sinukleini mogu imati u fiziološkim uslovima su i u 
regulaciji sinteze i oslobađanja monoaminskih neurotransmitera (Ostrerova i saradnici, 
1999; Perez i saradnici, 2002), kao i u regulaciji integriteta mreže neurofilamenata 
(Buchman i saradnici, 1998; Surguchov i saradnici, 2001). 
Ekspresija drugog presinaptičkog markera sinaptofizina je prisutna u praktično 
svim nervnim završecima i pokazano je da je u korelaciji sa sinaptičkom gustinom 
(Leclerc i saradnici, 1989). U mnogim studijama je pokazana ko-ekspresija α-sinukleina 
sa sinaptofizinom, sinaptotagminom i sinapsinom (George i saradnici, 1995; Iwai i 
saradnici, 1995; Petersen i saradnici, 1999). U našoj studiji je pokazano da tretman 
propofolom na isti način utiče na ekspresiju sinaptofizina i sinukleina u kori PND14 
pacova, dok u talamusu ova dva proteina imaju suprotne profile: ekspresija sinaptofizina 
opada, dok ekspresija sinukleina raste. Ostaje da se dodatno ispita zašto nakon 
propofolskog tretmana dolazi da regionalno-specifičnih razlika u ekspresiji ova dva 
proteina za koje je poznato da imaju bitne uloge u oblikovanju i održavanju sinaptičkih 
funkcija. Na osnovu toga, možemo predpostaviti da sinuklein i sinaptofizin u istom 
periodu tokom razvića imaju različite funkcije koje se tiču sinaptičke plastičnosti i na 
koje utiče propofolski tretman. 
 
5.4.6. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji N-
kadherina u kori i talamusu PND14 pacova  
 
Transmembranski adhezioni proteini u koje spada N-kadherin se smatraju 
jednim od učesnika u formiranju novih sinapsi. Kadherini predstavljaju familiju 
kalcijum-zavisnih adhezionih molekula (Yoshida i Takeichi, 1982). 
Ubrzo nakon susretanja aksonskih i dendritskih filopodija kadherin/katenin 
kompleksi se akumuliraju na mestima ovih kontakta (Togashi i saradnici, 2002). Tokom 
sinaptogeneze, inhibicija adhezije dve ćelije koja je posredovana kadherinima sprečava 
morfološke promene denritskih filopodija u trnove što destabilizuje kontakt aksona i 
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dendrita dve susedne ćelije (Togashi i saradnici, 2002; Abe i saradnici, 2004; Okuda i 
saradnici, 2007). Sa druge strane, povećana ekspresija kadherin/katenin kompleksa u 
neuronima tokom sinaptogeneze utiče na stabilizaciju sinaptičkih kontakata, u smislu da 
se glave dentritskih trnova povećavaju, skraćuje se dužina trna, i raste sinaptička gustina 
(Abe i saradnici, 2004). Zanimljivo je da inhibicija kadherin/katenin kompleksa u zrelim 
neuronima ima slab uticaj na morfologiju dendritskih trnova na mestu sinapsi (Togashi i 
saradnici, 2002). Međutim, moguće je da pored kadherina i neki drugi ćelijski adhezioni 
molekuli utiču na adheziju dve ćelije u zrelim sinapsama. 
Promene u sinaptičkoj aktivnosti su uzročnici remodelovanja sinapsi, a 
kadherin/katenin kompleksi su dinamički regulisani sinaptičkom aktivnošću. Pojačana 
aktivnost neurona povećava akumulaciju kadherina na sinapsama, dok blokiranje 
aktivnosti neurona pomoću tetrodotoksina smanjuje količinu kadherin/katenin 
kompleksa u sinapsama (Murase i Schuman, 1999; Abe i saradnici, 2004; Abe i 
Takeichi 2007). U našem modelu, ekspresija N-kadherina je smanjena u kori, a 
povećana u talamusu. Moguće je da propofolski tretman jače deluje na aktivnost 
neurona u talamusu u odnosu na koru, a pored toga je poznato da je jedna od osnovnih 
funkcija talamusa da filtrira informacije ka kori i na taj način ga štiti. 
Lokalizacija kadherinskih molekula na mestu kontakta filopodija-akson ukazuje 
da oni utiču na stabilizaciju kontakta, koja može da pokrene sazrevanje dendritskih 
trnova i sinaptičku diferencijaciju. Inhibicija kadherinskih kontakata sprečava 
sazrevanje trnova i dendritski nastavci onda zadržavaju dugačku i nezrelu filopodijalnu 
morfologiju (Salinas i Price, 2005). U tom smislu, pošto ekspresija N-kadherina i MAP-
2 u našoj studiji pokazuje iste trendove u obe ispitivane strukture (detektovan je pad u 
talamusu i porast u kori), možemo predpostaviti da propofolski tretman pozitivno utiče 
na sazrevanje dendritskih trnova u talamusu. Sa druge strane, postavlja se pitanje da li 
propofolski tretman utiče na eliminaciju viška sinapsi u kori ili u ovoj strukturi, koja je 
u ovom periodu razvića zrelija od talamusa, kadherini nemaju bitnu ulogu u 
morfološkim rearanžiranjima dendrita, već te funkcije preuzimaju neki drugi adhezioni 








Eksperimenti urađeni u okviru ove doktorske disertacije su ukazali na značajne 
promene u nivou ispitivanih neurotrofina, njihovih receptora i nishodnih efektorskih 
kinaza u kori i talamusu PND14 pacova nakon tretmana propofolom (25 mg/kg). 
Takođe je pokazano da tretman ne izaziva ćelijsku smrti, već dovodi do znatnih 
promena u ekspresiji markera sinaptičke plastičnosti u obe ispitivane strukture 
eksperimentalnih životinja. 
U prvom delu ove disertacije je pokazano da tretman propofolom indukuje 
promene u signalnom putu neurotrofina u mozgu PND14 pacova. Iz diskutovanih 
rezultata se mogu izvesti sledeći zaključci: 
1. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji BDNF 
iRNK i proteina (proBDNF i zreli BDNF) u kori i talamusu PND14 pacova i može 
se zaključiti da propofolski tretman brzo reguliše BDNF na posttranslacionom 
nivou, kao i da su promene u zastupljenosti zrelog BDNF-a znatno intenzivnije u 
talamusu nego u kori. 
2. Propofolski tretman utiče na ekspresiju ukupnog i fosforilisanog TrkB receptora na 
vremenski- i regionalno-zavisan način u kori i talamusu PND14 pacova. U skladu sa 
dobijenim podacima vezanim za ekspresiju zrelog BDNF proteina i TrkB receptora 
(ukupnog i fosforilisanog), može se postaviti hipoteza da blagi porast u nivou 
BDNF-a uglavnom pokreće brze promene u količinu TrkB receptora, dok veliki 
porast BDNF nivoa uglavnom utiče na aktivnost TrkB receptora, a ne njihovu 
količinu. Takođe, u skladu sa rezultatima za pTrkB i jezgro pTrkB, možemo 
predpostaviti da u kori nakon propofolskog tretmana dolazi i do deglikozilacije ovog 
receptora, što nije slučaj sa talamusom. 
3. Propofolski tretman utiče na ekspresiju NGF iRNK i proteina (proNGF i zreli NGF) 
u kori i talamusu PND14 pacova i možemo zaključiti da je ekspresija neurotrofina 
BDNF i NGF različito regulisana u odgovoru na propofolski tretman i da se 
najznačajnije promene u PND14 mozgu odigravaju preko BDNF signalnog puta i u 
mnogo manjoj meri preko NGF signalnog puta. 
4. Propofolski tretman povećava ekspresiju fosforilisanog TrkA receptora u obe 
ispitivane strukture, dok je ekspresija jezgra pTrkA receptora različito regulisana: 
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detektovan je porast u kori i pad u talamusu. U skladu sa prethodnim rezultatima, 
možemo zaključiti da ekspresija NGF-a ne utiče na aktivnost TrkA receptora, kao i 
da propofolski tretman na regionalno-specifičan način utiče na deglikozilaciju i 
internalizaciji TrkA receptora. 
5. Propofolski tretman prolazno povećava ekspresiju p75 receptora u obe ispitivane 
strukture i smatramo da u našem modelu p75 deluje kao Trk koreceptor čije funkcije 
zavise od prostorne distribucije u mozgu. 
6. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji nishodnih 
fosforilisanih Akt kinaza (pAkt Thr308 i pAkt Ser473), a ne utiče na ekspresiju 
ukupnih Akt kinaza u kori i talamusu PND14 pacova. Možemo zaključiti da 
propofolski tretman utiče na kinaznu aktivnost Akt-a, a ne na njegovu količinu, kao 
i da postoje regionalno-specifične razlike u uticaju propofolskog tretmana na 
fosforilaciju određenih pozicija Akt kinaze. 
7. Propofolski tretman utiče na ekspresiju fosforilisanih, ali ne i ukupnih ERK1/2 
kinaza u kori i talamusu PND14 pacova. Možemo zaključiti da propofolski tretman 
ne utiče na količinu, već na kinaznu aktivnost ERK1/2. Takođe, u skladu sa 
prethodnim rezultatima možemo zaključiti da postoji regionalno-zavisna recipročna 
regulacija Akt i ERK kinaza. 
U drugom delu ove disertacije ispitivan je potencijal propofolskog tretmana da 
izazove apoptotsku neurodegeneraciju u mozgu PND14 pacova: 
8. Propofolski tretman prolazno povećava ekspresiju iRNK za TNF-α u obe ispitivane 
strukture. Isti trend je detektovan i u slučaju ekspresije receptora za TNF-α 
(TNFR1). 
9. Propofolski tretman prolazno povećava ekspresiju aktivnog fragmenta kaspaze-3, ali 
i njegovog inhibitora XIAP proteina u kori i talamusu PND14 pacova. Na 
histološkom nivou nisu detektovane Fluoro-žad B pozitivne ćelije, osim kada je 
primenjena doza propofola od 100 mg/kg koja predstavlja daleko veću dozu od 
klinički relevantne. Možemo zaključiti da je XIAP inhibirao aktivnost kaspaze-3 
najverovatnije usled uticaja koje je propofolski tretman imao na pAkt u talamusu i 
pERK1/2 u kori. 
10. Propofolski tretman izaziva regionalno-specifične promene u ekspresiji NFκB p65 
proteina u kori i talamusu PND14 pacova. S obzirom da pAkt i NFκB p65 imaju iste 
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trendove u ispitivanim strukturama, možemo zaključiti da aktivirana Akt kinaza 
najverovatnije sinergistički povećava NFκB-posredovanu gensku ekspresiju. 
U trećem delu ove disertacije ispitivan je potencijal propofolskog tretmana da 
izazove promene u ekspresiji markera sinaptičke plastičnosti u mozgu PND14 pacova: 
11. Propofolski tretman regionalno utiče na ekspresiju MAP-2 proteina, tako da je 
moguće je da tretman na regionalno-zavisan način stimuliše arborizaciju dendrita. S 
obzirom da tretman utiče na ekspresiju drebrina na isti način u obe ispitivane 
strukture, moguće je da su funkcije drebrina pre okrenute ka formiranju stabilnih 
domena plazma membrane, nego ka oblikovanju ćelijskih nastavaka. 
12. Propofolski tretman na regionalno-zavisan način utiče na ekspresiju GAP-43, 
međutim preciznija morfološka ispitivanja bi dodatno potvrdila da li u talamusu 
dolazi do izduživanje aksona. Isti tretman dovodi do porasta u ekspresiji GAP-43 
fragmenata u obe ispitivane strukture, za koje se zna da učestvuju u modulaciji 
odgovora neurona na apoptotske signale. 
13. Propofolski tretman na isti način utiče na ekspresiju presinaptičkih markera 
(sinaptofizina i sinukleina-1) u kori PND14 pacova, dok u talamusu ova dva 
proteina imaju suprotne profile. Možemo zaključiti da ova dva proteina u istom 
periodu tokom razvića imaju različite funkcije koje se tiču sinaptičke plastičnosti i 
na koje utiče propofolski tretman. 
14. Propofolski tretman na regionalno-zavisan način utiče na ekspresiju N-kadherina, 
što može pozitivno uticati na sazrevanje dendritskih trnova u talamusu. Međutim, 
preciznija morfološka ispitivanja bi dodatno potvrdila ovu predpostavku. 
 
Zaključno, rezultati ove doktorske disertacije imaju potencijalne implikacije u 
kliničkoj pedijatriji koje treba uzeti u obzir prilikom razmatranja starosno-zavisne 
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прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца не 
дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 
5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, 
ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца 
лиценце. Ова лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела. 
6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 
дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на 
начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада 
дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова лиценца дозвољава 
комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским лиценцама, 
односно лиценцама отвореног кода. 
 
 
 
 
 
 
 
